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WEITERES 
VORGEHEN 



siehe Mitteilung uber die Obermitttung des internationalen 
Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
zutreffend, nachstehender Punkt 5 ^^^^^ 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE 98/01908 



Internationales Anmeldedatum 

(Tag/Monat/Jahr) 

09/07/1998 



(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

10/07/1997 



Anmelder 



RUPRECHT-KARLS-UNIVERSITAT HEIDELBERG et al 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbeh6rde erstel.t und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 1 8 ubermittelt. Eine Kopie wird dem internationalen Buro ubermittelt. 



. Blatter. 



Dieser internationale Recherchenbericht umfaGt insgesamt _3 

Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Berich, genannten Unteriagen zum Stand der Techmk be,. 



1 . □ Bestlmmte Anspruche haben sich als nichtrecherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Q Mangelnde Einheitllchkoit der Erflndung(siehe Feld II). 

3 n ^r internationalen Anmeldung ist ein Protokol. e.ner Nucleoid- und/oder Aminosauresequenzoffenbart; die internationale 
■—^ Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgetuhrt, 

[~[ das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 
Q das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

□ dem iedoch keine Erklarung beigefugt war, daB der Inhalt des Protokolls nicht uber den 
Wenbamng^ehalt der intirnafionalen Anmeldung in der eingereichten Fassung h.nausgeht. 



□ 



das von 



der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaGe Form ubertragen wurde. 



5. 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

|Y| wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
| | W urde der Wortlaut von der Behorde wie tolgt festgesetzt. 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 



□ 



wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld 111 angegebenen Fassung von dieser Behorde 
festaesetet Del Anmelder kann der Internationalen Recherche nbeh6rde innerhalb eines Monats nach 
dem Dat^i dlr Ab^endung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



6. Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: 
Abb Nr Q wie vom Anmelder vorgeschlagen 



|Y1 keine der Abb. 



| | W eii der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1992) 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



InteuMi^nales Aktenzeichen 

P^^Pk 98/01908 



A. KLASSIFIZIERUNG DES AN MELDUNGSGEGENST ANDES OA1 /co 

IPK 6 G01N21/64 G02B21/06 C12Q1/68 



Nach der Internationalen Patentklassifikation (IPK) Oder nach der nationalen K lass ifikat ion und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Ktassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der internationalen Recherche konsuttierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 



C. ALS WESENTLiCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betraoht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



A 
x 

Y 
Y 



WO 94 18594 A (CARNEGIE MELLON UNIVERSITY) 
18. August 1994 

siehe Seite 3, Zeile 12 - Seite 4, Zeile 2 
13, letzter Absatz - Seite 16, 



siehe 
Zei le 
siehe 
11 

siehe 



Seite 
17 

Seite 18, Zeile 11 - Seite 22, Zeile 



Seite 23, 



18; Abbildungen 



Zeile 
1-8 



1 - Seite 25, Zeile 



EP 0 732 584 
siehe Spalte 



siehe 
siehe 
siehe 
Zeile 
siehe 



Spalte 
Spalte 
Spalte 
7 

Spalte 



siehe Abbildung 8 



A (IBM) 18. September 1996 
5, Zeile 28 - Zeile 42 

13, Zeile 39 - Zeile 45 

14, Zeile 7 - Zeile 28 

16, Zeile 41 - Spalte 17, 

17, Zeile 17 - Zeile 22 



1 

3,7 

10 
10 



LH 



Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feid C zu 
entnehmen 



ID 



Siehe Anhang Patentfamilie 



» Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem internationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L" Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum ©jner 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung Oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentlicht worden 1st 



T" Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
Oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandms des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

"X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann attein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 
Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



19. November 1998 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherchenbehdrde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Absendedatum des internationalen Recherchenberichts 



04/12/1998 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Thomas, R.M. 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



[onales Aktenzeichen 

E 98/01908 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



' Kategorie* I Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



A- 



WO 96 31522 A (NEW YORK UNIVERSITY) 



10,11 



10. Oktober 
siehe Selte 



1996 

4, letzter 



Absatz 



siehe 
siehe 
s i ehe 
siehe 
33 

s i ehe 
siehe 



Seite 
Seite 
Seite 
Seite 

Seite 
Seite 



12, 
57, 
70, 
71, 

92, 
140, 



Zeile 
Zeile 
Zeile 
Zeile 

Absatz 
Zei le 



18 
13 
18 
12 

1 
1 



Zei le 
Zei le 
Zei le 
Seite 



20 
15 
26 
72, 



Zeile 



- Zeile 3 



B.BAILEY et al : "Optical subsecti oning and 
multiple focal-plan imaging in the 
standing-wave fluorescence microscope" 
PROCEEDINGS 52nd ANNUAL MEETING OF THE 
MICROSCOPY SOCIETY OF AMERICA, New 
Orleans, US, 31 July - 5 August 1994, 
pages 158-159 
XP002085004 

siehe Seite 159, Zeile 15 - Zeile 17 

WO 96 24082 A (UNIVERSITY OF CALIFORNIA) 



11 



8. August 1996 
siehe Seite 3, 
11 

siehe Seite 6, Zeile 26 
siehe Seite 15, Zeile 6 
27; Abbildungen 2-6 



Zeile 14 - Seite 4, Zeile 



Seite 7, Zeile 6 
Seite 17, Zeile 



W. DENK ET AL: "Two-photon laser scanning 

fluorescence microscopy" 

SCIENCE. , „ _ 

Bd. 248, Nr. 4951, 6. April 1990, Sen ten 

73-76, XP000381741 

Washington DC 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe Zusammenfassung 



US 4 621 911 A (LANNI) 11. 
in der Anmeldung erwahnt 



November 1986 



V. KRISHNAMURTHI ET AL: "Image processing 
in 3-D standing-wave fluorescence 
microscopy" 

PROCEEDINGS SPIE - THE INTERNATIONAL 
SOCIETY FOR OPTICAL ENGINEERING, 
Bd. 2655, - 1996 Seiten 18-25, 
XP002085003 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Inforn^^Ron patent family members 


Interatrial Application No 

P^^E 98/01908 


Patent document Publication 
cited in search report date 


Patent family 1 Publication 
member(s) date 



40 9418594 



18-08-1994 



US 
AU 
AU 
CA 
EP 
JP 
US 



5394268 A 
691173 B 
6169994 
2155521 
0682780 
8509817 
5801881 



28- 02-1995 

14- 05-1998 

29- 08-1994 
18-08-1994 
22-11-1995 

15- 10-1996 
01-09-1998 



JE? 


0732584 


A 


18- 


•09- 


1996 


US 


5624845 


A 


29-04-1997 












US 


5609744 


A 


11-03-1997 














US 


5607568 


A 


04-03-1997 














US 


5538898 


A 


23-07-1996 














JP 


8256755 


A 


08-10-1996 


WO 


9631522 


A 


10- 


-10- 


-1996 


US 


5720928 


A 


24-02-1998 










AU 


5532196 


A 


23-10-1996 














EP 


0871640 


A 


21-10-1998 


WO 


9624082 


A 


08- 


-08- 


-1996 


US 


5671085 


A 


23-09-1997 










AU 


4773896 


A 


21-08-1996 














CA 


2210801 


A 


08-08-1996 














EP 


0807273 


A 


19-11-1997 



US 4621911 A 11-11-1986 NONE 



Form PCT/lSA/21 0 (patent family annex) (July 1 992) 




VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMM EN ARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESEN3" 



PCT 




INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



5 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 

cre-3 


siehe Mitteilung iiber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DE98/01908 


Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
09/07/1998 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
10/07/1997 


Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassiftkation und IPK 
G01N21/64 


Anm elder 

RUPRECHT-KARLS-UNIVERSITAT HEIDELBERG et al. 



1 . Dieser internationafe vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaG Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

□ AuGerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

t S Grundlage des Berichts 
II □ Prtoritat 

IN □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfindertsche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangefnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V H Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderische Tatigkeit und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
03/02/1999 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 

0 9. 09. 99 


Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
/flS) D-80298 Munchen 
C^ 7 Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachttgter Bediensteter 

Thomte, M (| Ml |) 

Tel. Nr. +49 89 2399 2610 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01 908 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, we 'll sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-37 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1-11 ursprungliche Fassung 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Autfassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Berne rkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: AnsDruche 1-11 



Erfinderische Tatigkeit (ET) 
Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) 



Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 

Ja: Anspruche 
Nein: Anspruche 



10-11 
1-9 

1-11 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



Formbtatt PCT/lPEA/409 (Felder l-VIII. Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/D E98/0 1 908 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 

VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder I- VIII. Blatt2) (Januar 1994) 



# 



• 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01 908 



2. 



3. 



ad Abschnitt VIM 

Die Anspruche 1 und 3 wurden zwar als getrennte, unabhangige Anspruche 
abgefaRt, sie scheinen sich aber tatsachlich auf ein und denselben Gegenstand 
zu beziehen und unterscheiden sich voneinander offensichtlich nur durch 
voneinander abweichende Definitionen des Gegenstandes, fur den Schutz 
begehrt wird. Somit sind die Anspruche nicht knapp gefaBt. 
Ferner mangelt es den Anspruchen insgesamt an Klarheit, da es aufgrund der 
zwei unabhangigen Anspruche schwierig ist, den Gegenstand des 
Schutzbegehrens zu ermitteln, und damit Dritten die Feststellung des 
Schutzumfangs in unzumutbarer Weise erschwert wird. Aus diesem Grund 
erfullen die Anspruche 1 und 3 nicht die Erfordernisse des Artikels 6 PCT. 
Weiterhin ist die Erfindung in den besagten Anspruchen mittels sehr vielen 
Alternativen definiert (und/oder), was die Interpretation des beanspruchte 
Schutzumfangs umstandlich macht. 

Aus der Beschreibung auf Seite 1 (siehe erster Absatz, Zeile 2), scheint es 
hervorzugehen, da(3 das Beleuchtungssystem wenigstens eine reelle und eine 
virtuelle Beleuchtungsquelle besitzen soil. Da die unabhangige Anspruche 1 und 3 
jedoch dieses Merkmal nicht enthalten (sondern beanspruchen entweder eine 
reelle oder eine virtuelle Quelle), entsprechen sie nicht dem Erfordernis des 
Artikels 6 PCT in Verbindung mit Regel 6.3 b) PCT, daB jeder unabhangige 
Anspruch alle technischen Merkmale enthalten muB, die fur die Definition der Er- 
findung wesentlich sind. 

Der Verfahrensanspruch 1 1 ist unklar in dem er sich auf die Anspruche 1 - 9 
verweist welche zu einem anderen Kategorie gehoren. 

ad Abschnitt V 

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1: WO 94 18594 A (CARNEGIE MELLON UNIVERSITY) 18. August 1994 
D2: EP-A-0 732 584 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01908 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



5. Dokument D1 beschreibt eine Wellenfeldmikroskope die die meisten der 

Merkmale des Anspruchs 3 aufweisen. Das Mikroskop des Dokuments D1 [siehe 
Figur 4 mit zugehorigem Text] offenbart ein Beleuchtungssystem, das eine 
Beleuchtungsquelle (20) und ein Objektiv (z.B. 19) umfaBt, die derart zueinander 
angeordnet sind, daB sie zur Erzeugung eines stehenden Wellenfeldes geeignet 
sind, mit einem Objektraum (2), der Halte- und Manovriervorrichtung fur ein 
Objekt umfaBt, und mit einem Detektionssystem, das ein Objektiv (28), ein Okular 
(24) und einen Detektor (30) umfaBt. Weiter offenbart das Mikroskop, daB das 
Beleuchtung- bzw. Anregungssystem in wenigstens einer der drei 
Raumrichtungen eine reelle Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige Lichtstrahlen 
und wenigstens einen Strahlteiler zur Auskopplung von wenigstens einem 
Teilstrahl aufweist, denen ein gemeinsames Objektiv (28) zugeordnet ist, in das 
die Lichtstrahlen bzw. Lichtwellenzuge der Beleuchtungsquelle und des 
Strahlteilers derart einkoppelbar sind, daB sie auf der hinteren (dem Objektraum 
abgewandten) Fokalebene zwei voneinander beabstandete Fokuspunkte 
aufweisen und in dem Raum zwischen den beiden Fokalebenen in variabel 
einstellbarem (mittels 26) Winkel zueinander verlaufen und zu einem 
eindimensionalen stehenden Wellenfeld interferieren, und daB das 
Detektionssystem wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeignetes oder 
wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detektionsobjektiv 
vorzugsweise hoher numerischer Apertur umfaBt, das auch mit einem Objektiv 
des Anregungssystems identisch sein kann, wobei dem zur epifluoreszenten 
Detektion geeigneten Detektionsobjektiv ein flachiger (zweidimensionaler) 
Detektor z.B. eine Kamera (30) vorgeordnet ist. 

Anspruch 1 unterscheidet sich von dem aus D1 bekannten dadurch, daB dem das 
Detektionsobjektiv eine feststehende konfokale Detektionsringblende oder - 
lochblende oder wenigstens ein feststehender Detektionsschlitz vorgeordnet und 
ein Punktdetektor, insbesondere ein Photomultiplier, eine Photodiode oder eine 
Diodenarray nachgeordnet ist. 

Diese Merkmale scheinen jedoch nur Moglichkeiten darzustellen, aus denen der 
Fachmann ohne erfinderisches Zutun, den Umstanden entsprechend, auswahlen 
wurde, urn die gestellte Aufgabe zu losen. Anspruch 3 (sowie Anspruch 1 die sich 
auf ein ahnliches Gegenstand bezieht) erfullen somit nicht die Erfordernisse des 
Artikels 33(3) PCT. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA- April 1997) 



• 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/DE98/01908 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



6. Die abhangigen Anspruche 2, 4 - 9 scheinen keine zusatzlichen Merkmale zu 
offenbaren, die eine erfinderische Tatigkeit beinhalten, da sie sich entweder aus 
dem Gegenstand der Anspruche 1 und 3 ergeben oder sich auf ubliche 
Konstruktionsverfahren, die der Fachmann den Umstanden entsprechend 
anwenden wurde, beziehen. 

7. Die Verfahrensanspruche 10 und 1 1 (wenn er sich auf Anspruch 10 bezieht) 
erfullen die Erfordernisse zur Neuheit und erfinderischer Tatigkeit [Art 33(2), (3) 
PCT], da die Gesamtheit der Verfahrensschritte dieser Anspruche weder aus dem 
Stand der Technik bekannt, noch nahegelegt ist. 

8. Bei Weiterverfolgung der Anmeldung in der regionalen Phase ware ein neuer Satz 
klar formulierter und gegenuber dem Stand der Technik (Dokument D1) 
abgegrenzter Patentanspruche einzureichen (siehe Absatz 9 unten) wobei die 
Erfindung mittels maximal einem einziaen unabhangigen Patentanspruch in jeder 
Kategorie definiert werden soil. 

ad Abschnitt VII 

9. Die unabhangigen Anspruche sind nicht in der zweiteiligen Form nach Regel 6.3 
b) PCT abgefaBt. Im vorliegenden Fall erscheint die Zweiteilung jedoch 
zweckmaBig. Folglich sollten die in Verbindung miteinander aus dem Stand der 
Technik bekannten Merkmale (Dokument D1 oder moglicherweise D2) in einem 
Oberbegriff zusammengefaGt (Regel 6.3 b) i) PCT) und die ubrigen Merkmale in 
einem kennzeichnenden Teil aufgefuhrt werden (Regel 6.3 b) ii) PCT). 

10. Ein Dokument, das den auf Seiten 1 ■ 2 beschriebenen Stand der Technik 
widerspiegelt, wurde in der Beschreibung nicht angegeben (Regel 5.1 a) ii) PCT). 

11. Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1 und D2 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. [D2 scheint relevant zu 
sein im Hinsicht auf das im Anspruch 10 beanspruchte Verfahren.] 
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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments ). 



| j the international application as originally filed. 

|^ the description, pages *" 37 

pages 

pages 

pages 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
.filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-11 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



| [ the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

1 1 the description, pages 

I 1 the claims, Nos. 



I | the drawings, sheets/fig 



I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
J * i — I to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 



citations and explanations supporting such statement 

1. Statement 

Novelty (N) Claims 1-11 YES 

Claims NO 

Inventive step (IS) Claims 10-11 YES 

Claims 1-9 NO 

Industrial applicability (IA) Claims 1-11 YES 

Claims NO 

2. Citations and explanations 



1. Reference is made to the following documents: 

Dl = WO 94 18594 A (CARNEGIE MELLON UNIVERSITY) 

August 18, 1994 

D2 = EP-A-0 732 584. 

2. Document Dl describes a wave field microscope that 
has most of the features of Claim 3. The microscope 
in document Dl [see Figure 4 with associated text] 
discloses an illumination system that includes an 
illumination source (20) and an objective (e.g., 
(19) ) that are disposed relative to each other in 
such a way that they are suitable for producing a 
standing wave field with an object space (2) having 
a holding and maneuvering device for an object, and 
with a detection system comprising an objective 
(28), an ocular (24), and a detector (30). The 
microscope further discloses: that the illumination 
and excitation system has a real illumination source 
for coherence-capable light beams in at least one of 
the three dimensions and at least one beam divider 
for coupling out at least one partial beam with 
which is associated a common objective (28) in which 
the light beams and light beam features of the 
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illumination source and of the beam divider can be 
so coupled that they have two focal points at a 
distance from each other on the rear (facing away 
from the object space) focal plane; that said light 
beams and light beam features converge in the space 
between the two focal planes at a variable, 
adjustable angle (by means of 26) and interfere to 
form a one-dimensional standing wave field; and that 
the detection system comprises at least one 
detection objective, preferably of high aperture 
number, suitable for epif luorescent detection or at 
least one detection objective suitable for 
rasterizing point detection. Said detection 
objective can also be identical with an objective of 
the excitation system, wherein a flat (two- 
dimensional) detector, e.g. such as a camera (30), 
is located in front of the detection objective 
suitable for epif luorescence . 



Claim 1 differs from the disclosure in Dl in that a 
fixed confocal detection ring or apertured diaphragm 
or at least a fixed detection slit is placed before 
the detection objective and a point detector, in 
particular, a photomultiplier , a photodiode or a 
diode array is placed after said objective. 
These features, however, appear only to represent 
possibilities from which a person skilled in the art 
would choose, according to the circumstances, to 
solve the problem posed without thereby being 
inventive. Consequently, Claim 3 (and Claim 1, which 
refers to similar subject matter) does not satisfy 
the requirements of PCT Article 33(3). 

3. Dependent Claims 2 and 4-9 do not appear to disclose 
any additional features that involve an inventive 
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step because they either derive from the subject 
matter of Claims 1 and 3 or concern conventional 
design processes that a person skilled in the art 
would apply according to the circumstances. 

4. Process Claims 10 and 11 (if the latter refers to 
Claim 10) satisfy the requirements for novelty and 
inventive step (PCT Article 33(2) and (3)) because 
the prior art neither discloses nor suggests the 
entirety of the process steps of these claims. 

5. If the application is further prosecuted in the 
regional phase, a new set of clearly worded claims 
delimited over the prior art (document Dl) should be 
submitted, the invention being defined by means of 
at most one independent patent claim in each 
category. 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



The independent claims have not been drafted in 
two-part form, contrary to PCT Rule 6.3((b). In the 
present case, however, the two-part form would be 
advantageous. Consequently, the features known in 
connection with each other from the prior art 
(document Dl or possibly D2) should be summarized 
in a preamble (PCT Rule 6.3(b) (i) and the remaining 
features included in a characterizing part (PCT 
Rule 6.3(b) (ii) ) . 

A document that reflects the prior art described on 
pages 1-2 has not been included in the description 
(PCT Rule 5.1(a) (ii) ) . 

Contrary to the requirements of PCT Rule 
5.1(a) (ii), the description neither mentions 
documents Dl and D2 nor the pertinent prior 
disclosed therein. [D2 appears to be relevant in 
view of the process claimed in Claim 10.] 
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/III. Certain observations on the international application 



he following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
upported by the description, are made: 

1. Claims 1 and 3 are not drafted as separate, 

independent claims, however, they do in fact relate 
to one and the same subject matter and obviously 
differ from each other only by differing definitions 
of the subject matter for which protection is 
sought. Because of that, the claims are not concise. 
Furthermore, the claims as a whole are unclear 
because it is difficult to determine the subject 
matter for which protection is sought on the basis 
of two independent claims, so that determining the 
scope of the claim becomes unreasonably hard for a 
third party. For this reason, Claims 1 and 3 do not 
satisfy the requirements of PCT Article 6. Moreover, 
the invention in said claims is defined in terms of 
many alternatives (and/or) , which makes 
interpretation of the scope of the claim unwieldy. 

2. Page 1 of the description (see first paragraph, line 
2) appears to indicate that the lighting system 
should have at least one real and one virtual light 
source. However, because independent Claims 1 and 3 
do not contain this feature (but rather claim either 
a real or a virtual source) they do not satisfy the 
requirements of PCT Article 6 in conjunction with 
PCT Rule 6.3(b) that each independent claim must 
contain all of the technical features essential to 
the definition of the invention. 



Process Claim 11 is unclear in that it refers to 
Claims 1-9, which belong to a different category. 
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(54) Title: WAVE FIELD MICROSCOPE, METHOD FOR A WAVE FIELD MICROSCOPE, INCLUDING FOR DNA SEQUENCING. 
AND CALIBRATION METHOD FOR WAVE FIELD MICROSCOPY 

(54) Bezeichmmg: WELLENFELDMIKROSKOP, WELLENFELDMIKROSKOPIEVERFAHREN, AUCH ZUR 

DNA-SEQUENZIERUNG, UND KAL1BRIERVERFAHREN FtlR DIE WELLENFELDMIKROSKOPIE 

(57) Abstract 

The invention relates to two new wave field microscopes (type I and type II) characterized in that they each have a stimulation and 
illumination system comprising at least one real and one virtual light source and at least one lens (in the case of type II) or two lenses (in the 
case of type I). The light sources and lens(es) are positioned in relation to each other in such a way that they are suitable for generating one, 
two or three-dimensional wave fields in the object space. The calibration method provided for in the invention has been adapted to these 
wave field microscopes and allows for geometrical distance measurements between fluorochrome-marked object structures the distance of 
which can be less than the half-intensity width of the principal maximum of the effective point image function. The invention also relates 
to a method for DNA sequencing by wave field microscopy. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft zwei neue Wellenfeldmikroskope Typ I und Typ II, die sich dadurch auszeichnen, dafi sie jeweils ein Anregungs- 
und Beleuchtungssystem umfassen, das wenigstens eine reelle und eine virtuelle Beleuchtungsquelle und wenigstens ein Objektiv (im Fall 
von Typ II) bzw. zwei Objektive (im Fall von Typ I) umfaSt, wobei Beleuchtungsquellen und Objektiv (e) derart zueinander angeordnet sind, 
daB sie zur Erzeugung von ein-, zwei-, und dreidimensionalen stehenden Wellenfeldem im Objektraum geeignet sind. Das erfindungsgemaBe 
Kalibrierverfahren ist an diese Wellenfeldmikroskope angepaBt und erlaubt geometrische Distanzmessungen zwischen fluorochrommarkierten 
Objektstrukturen, deren Distanz geringer als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der effektiven Punktbildfunktion sein kann. Die 
Erfindung betrifft auBerdem ein Verfahren zur wellenfeldmikroskopischen DNA-Sequenzierung. 
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Wellenfeldmikroskop, 
Wellenfeldmikroskopieverfahren, auch zur DNA-Sequenziening, 
und Kalibrierverfahren fur die Wellenfeldmikroskopie 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Wellenfeldmikroskop mit einem Beleuchtungs- bzw. Anre- 
gungssystem, das wenigstens eine reelle und eine virtuelle Beleuchtungsquelle und we- 
nigstens ein Objektiv umfaBt, wobei Beleuchtungsquellen und Objektiv (e) derart zuein- 
ander angeordnet sind, daB sie zur Erzeugung eines eindimensionalen stehenden Wellen- 
feldes geeignet sind, mit einem Objektraum, der Halte und Manovriervorrichtung(en) fur 
ein Objekt umfaBt, und mit einem Detektionssystem, das ein Objektiv, ein Okular und 
einen Detektor umfaBt, sie betrifft auBerdem ein daran angepaBtes Kalibrierverfahren fur 
geometrische Distanzmessungen zwischen fluorochrommarkierten Objektstrukturen, 
deren Distanz geringer als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der effektiven 
Punktbildfunktion sein kann, und sie betrifft ein darauf aufbauendes Verfahren zur wel- 
lenfeldmikroskopischen DNA-Sequenzierung. 

Stand der Technik 

Durch den Einsatz hochspezifischer Marker, wie z.B. DNA-Proben oder Protein- 
Sonden, ist es moglich, in biologischen (Mikro-)Objekten, insbesondere in Zellen, Zell- 
kernen, Zellorganellen oder auf Chromosomen, - im folgenden vereinfacht Objekt ge- 
nannt — , nahezu beliebig kleine (Sub-)Strukturen zu markieren. Es kbnnen Strukturen in 
Dimensionen von einigen \im (10* m) bis zu wenigen zehn nm (10* 9 m) spezifisch dar- 
gestellt werden. Die Marker sind iiblicherweise mit Fluorochromen oder auch kolloidalen 
Mikro(gold-)partikel gekoppelt, urn ihre optische Detektion und Abbildung zu erleich- 
ternbzw. uberhaupt erst zu ermoglichen. 

Urn zwei Marker innerhalb desselben Objekts separat voreinander detektieren zu konnen, 
sind die betreffenden Marker haufig mit verschiedenfarbigen Fluorochromen gekoppelt. 
Das zur Verfiigung stehende Farbemissionsspektrum der iiblicherweise verwendeten 
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Fluorochrome reicht von tiefblau uber griin, rot bis in den infraroten Spektralbereich. Es 
kdnnen aber auch Fluorochrome venvendet werden, die sich weder in ihrem Anregungs- 
spektrum noch in ihrem Fluoreszenzspektrum unterscheiden, sondern bei denen die Le- 
bensdauer ihrer Fluoreszenzemission als Parameter zur Unterscheidung genutzt wird. 
Letztere haben den Vorteil, daB wellenlangenabhangige fokale Shifts nicht auftreten. 
Fluorochrome kdnnen auch ein unterschiedliches Emissionsspektrum haben und damit 
verschiedene spektrale Signatur besitzen, aber mit derselben Photonenenergie anregbar 
sein, z.B. durch Mehrphotonenprozesse. Auch in diesem Fall kdnnen wellenlangen- 
abhangige fokale Shifts in der Anregung zwischen Fluorochromen verschiedener spektra- 
ler Signatur vermieden werden. 

Die vorstehend genannten, an spezifische (Sub-)Strukturen in biologischen Mikroobjek- 
ten bindbaren bzw. gebundenen Fluorochrome werden im folgenden als Fluoreszenz- 
marker bezeichnet. 

Stimmen Anregungsspektrum und/oder Emissionsspektrum und/oder die Fluoreszenzle- 
bensdauern zweier Fluoreszenzmarker uberein, so haben diese Fluoreszenzmarker hin- 
sichtlich des betreflFenden Parameters die gleiche spektrale Signatur. Unterscheiden sich 
die Fluoreszenzmarker in einem oder mehreren fur die Messung relevanten Parametern, 
so habe sie unterschiedliche spektrale Signatur, 

Unter Fluoreszenz wird im folgenden jede Photonenwechselwirkung verstanden, bei der 
zwischen dem Anregungsspektrum und dem Emissionsspektrum desselben Stoffes Un- 
terschiede auftreten, die nicht auf monochromatische Absorption oder Streuung zuriick- 
gefiihrt werden konnen. Dies schlieBt insbesondere auch Mehrphotonenwechsel- 
wirkungen ein, bei denen die Anregungswellenlangen grdBer sein kdnnen als die Emis- 
sionswellenlangen. 

Ferner wird hier der Begriflf Fluoreszenz auch fur die eng damit verwandten Phanomene 
der Lumineszenz, insbesondere die Phosphoreszenz verwendet. Dies schlieBt insbesonde- 
re langere mittlere Fluoreszenzlebensdauern ein, z.B. Fluoreszenzlebensdauern im Be- 
reich von bis zu mehreren oder vielen msec (Millisekunden). Im folgenden werden die 



WO 99/02974 PCTYDE98/01908 

3 

eng verwandten Vorgange der Lumineszenz, Phosphoreszenz und Fluoreszenz als glei- 
chermaBen erfindungsrelevant angesehen. 

Die Detektion und Abbildung von Fluoreszenzmarker in ausgedehnten biologischen Ob- 
jekten und die quantitative Legalisation bezuglich definierter Objektpunkte 
/Objektstrukturen (Distanz- und Winkelmessungen) wird mit lichtmikroskopischen MeB- 
verfahren durchgefuhrt. Hierbei spielt die sog. 'Tunktbildfunktion 1 ' (point spread functi- 
on =PSF) oder "Punktantwort" des verwendeten Mikroskops oder allgemein des opti- 
schen Systems, d.h. dessen Fahigkeit, von einem "ideal punktfbrmigen" Objekt ein eben- 
so ideal punktformiges Abbild zu erzeugen, eine entscheidende Rolle. Die Punktbild- 
funktion ist ein charakteristisches Merkmal einer jeden abbildenden Optik und ein Mali 
fur deren Qualitat. 

Distanzmessungen zwischen Objektstrukturen hangen wesentlich von der effektiven — 
d.h. der lokal im markierten Objektpunkt gegebenen — Punktbildfunktion ab. Diese ef- 
fektive Punktbildfunktion wiederum hangt stark von der jeweiligen lokalen Brechzahl 
und der Absorption im Objekt, im Einbettungsmedium des Objektes, in der Immersions- 
fllissigkeit und gegebenenfalls in den Deckglasern ab. 

Die effektive Punktbildfunktion unterscheidet sich im allgemeinen deutlich von der fur 
das verwendete Mikroskop berechneten Punktbildfunktion. Auch die unter technisch 
optimierten Randbedingungen gemessenen Punktbildfunktionen unterscheiden sich in der 
Regel von den unter praktischen Routinelaborbedingungen in biologischen Objekten er- 
zielbaren efifektiven Punktbildfunktionen. 

Da diese effektiven Punktbildfunktionen meist nicht zur Verfiigung stehen, greift man zur 
Kalibrierung der Distanzmessungen auf ideale, berechnete Ergebnisse zurtick bzw. auf 
Kalibrierungsmessungen, die unter Standardbedingungen durchgefuhrt wurden, wie z.B. 
Reflexionsverfahren. Beide Verfahren gehen jedoch zu Lasten der Prazision bei der 
dreidimensionalen Distanzmessung in biologischen Mikroobjekten, und die Folge ist eine 
erhebliche Unsicherheit in der Bestimmung der tatsachlichen raumlichen Distanz zwi- 
schen den Objektstrukturen; bei biologischen Objekten beinhalten solche quantitativen 
GroBenabschatzungen Unsicherheiten von bis zu mehreren Mikrometern. 
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Bis in die jungste Zeit herrschte in der Fachwelt die praktisch einhellige Uberzeugung, 
daB zwei Objektstrukturen nur dann separiert werden konnen, wenn sie mindestens eine 
Halbwertsbreite des Hauptmaximums der effektiven Punktbildfunktion von einander 
entfernt sind. 

Erst 1996 gelang es den Urhebern der vorliegenden Erfindung, ein Kalibrierverfahren fur 
die Fernfeldmikroskopie (und auch die FluBfluorometrie) bereitzustellen, mit dem es 
moglich ist, Distanzmessungen zwischen Objektstrukturen, deren Abstand voneinander 
geringer ist als das Auflosungsvermogen des betreffenden Fernfeldmikroskops, d.h. die 
weniger als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der effektiven Punktbildfunktion 
voneinander entfernt liegen, unabhangig von der Lage der betreffenden Objektstrukturen 
im dreidimensionalen Raum, mit hoher Genauigkeit durchzufiihren. 
Dieses Verfahren umfaBt die folgenden Schritte : 

• Vor, wahrend oder nach der Preparation des betreffenden Objekts auf bzw. in einem 
Objekthalter, insbesondere Objekttragerplattchen, Objekttragerfaser/-kapillare oder 
Objekttragerflussigkeit, werden die zu untersuchenden bzw. zu ortenden Strukturen 
(MeBstrukturen) mit Fluoreszenzfarbstoffen verschiedener und/oder gleicher spektra- 
ler Signatur markiert, d.h. solche zu ortende Strukturen (MeBstrukturen), die sich in 
unmittelbarer Nahe zueinander, namlich innerhalb der Halbwertsbreite des Hauptma- 
ximums ihrer effektiven Punktbildfunktion, befinden, werden mit Fluoreszenzfarbstof- 
fen verschiedener spektraler Signatur markiert, wahrend solche MeBstrukturen, deren 
Abstand voneinander grbBer ist als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der ef- 
fektiven Punktbildfunktion, mit Fluoreszenzfarbstoffen verschiedener oder gleicher 
spektraler Signatur markiert werden. Zwei zu ortende MeBstrukturen durfen immer 
dann mit der gleichen spektralen Signatur markiert sein, wenn sie z.B. durch ihre rela- 
tive Lage oder durch andere Kriterien eindeutig identifiziert werden konnen. 

• Mit den gleichen Fluoreszenzfarbstoffen werden Kalibriertargets definierter GroBe 
und raumlicher Anordnung markiert, 

• die fluoreszierenden Kalibriertargets werden entweder zusammen mit den Objekten 
oder separat auf bzw. in dem bzw. einem Objekthalter (Objekttragerplattchen, Objekt- 
tragerfaser/-kapillare, Objekttragerflussigkeit o.a.) prapariert. 
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• (Untersuchungs-)Objekt und Kalibriertargets werden unter ubereinstimmenden Be- 
dingungen, gleichzeitig oder nacheinander mikroskopisch oder fluBfluorometrisch 
untersucht. 

• Jeweils zwei definierte Kalibriertargets verschiedener spektraler Signatur werden un- 
ter Beriicksichtigung des wellenlangenabhangigen Abbildungs- und Lokalisations- 
verhaltens des jeweiligen optischen Systems (Mikroskop oder FluBfluorometer) ver- 
messen, die dabei ermittelten MeBwerte gleich Ist-Werte werden mit den vorbekann- 
ten tatsachlichen Distanzwerten gleich Soll-Werten (d.h. den aufgrund der Geometrie 
berechneten Soll-Lokalisationen) verglichen, und die Differenz zwischen Ist-Werten 
und Soll-Werten, namlich der Kalibrierwert, wird zur Korrektur des durch das opti- 
sche System bedingten Versatzes in der Detektion unterschiedlicher Emissionsloci 
insbesondere der MeBstrukturen verwendet. 

Mit anderen Worten: Die Distanzmessung zwischen den (je nach Abstand voneinander) 
mit verschiedenen oder gleichen spektralen Signaturen markierten Objekt-(Sub-) Struk- 
turen - im folgenden auch MeBstrukturen genannt - wird anhand der hochprazisen Loka- 
lisation unabhangiger (Kalibrier-)Targets mit entsprechend spektraler Signatur und mit 
bekannter GroBe und raumlicher Anordnung, unter Beriicksichtigung des wellenlangen- 
abhangigen Abbildungs- und Lokalisationsverhaltens des jeweiligen optischen Systems 
durchgefuhrt, wobei die Kalibriermessung zwischen den (Kalibrier-) Targets und die 
Messung im biologischen Objekten unter gleichen System- und Randbedingungen statt- 
findet. Diese Kalibriertargets haben dieselbe oder eine hohere Multispektralitat wie die zu 
messenden (Objekt-)Strukturen. Sie konnen direkt in den biologischen Objekten ange- 
ordnet sein, oder als separate Praparate auf einem Objekthalter (Objekttragerplattchen 
oder Objekttragerfaser/-kapillare oder Objekttragerflussigkeit o.a.) vorliegen oder Teil 
eines Objekthalters sein. 

Zwei oder mehrere fluoreszierende MeBstrukturen in intakten, dreidimensionalen biolo- 
gischen Objekten, deren Abstand und Ausdehnung kleiner als die Halbwertsbreite des 
Hauptmaximums der efFektiven Punktbildfunktion ist, konnen aufgrund ihrer unter- 
schiedlichen spektralen Signatur (Fluoreszenzabsorptionswellenlangen und/oder Fluores- 
zenzemissionswellenlangen und/oder Fluoreszenzemissionslebensdauern) diskriminiert 
werden, d.h. ihr Abstand untereinander kann bestimmt werden. 



WO 99/02974 PCT/DE98/01908 

6 

Die Abstandsmessung wird auf die Lokalisation der einzelnen MeBstrukturen reduziert 
und kann — nun auch in der optischen Fernfeldmikroskopie oder FluBfluorometrie — 
mit einer wesentlich hoheren Genauigkeit als die Haibwertsbreite des Hauptmaximums 
der Punktbildfunktion durchgefiihrt werden. Die Lokalisation des Schwerpunkts der be- 
trefFenden MeBstrukturen wird auf die Maximalintensitat ihres Fluoreszenzsignals ange- 
paflt. D. h. aus dem gemessenen (beugungsbegrenzten) Signals (^Intensitatskurve) eines 
Fluoreszenzpunktes (=fluoreszierende MeBstruktur) wird — unter Berucksichtigung der 
Gesamtinformation aus Haupt- und Nebenmaxima — der Schwerpunkt (das Baryzen- 
trum) des Signals bestimmt und damit der Ort der MeBstruktur. Bei fehlerfreiem opti- 
schen System und infolgedessen idealer Symmetrie der gemessenen Intensitatsverteilung 
(=Verlauf der Intensitatskurve) kolokalisiert der Schwerpunkt (das Baryzentrum) der 
Intensitatskurve innerhalb der Lokalisationsgenauigkeit mit dem Hauptmaximum 
(=Maximum 0. Ordnung des Beugungsbildes) der gemessenen Intensitatsverteilung, 
Dieses neue Kalibrierverfahren erlaubt es mittels optischer Fernfeld-Mikroskopie wie 
z.B. der Wellenfeldmikroskopie (oder auch mittels Scanning-FluBfluorometrie,) geome- 
trische Distanzen in biologischen Mikro-Objekten zu messen, wobei die zu bestimmen- 
den Distanzen geringer sein konnen als die Haibwertsbreite des Hauptmaximums der 
effektiven Punktbildfunktion im Objekt Da der Informationsgehalt der damit durchge- 
fuhrten Distanzbestimmungen einer bei erhdhter Auflosung gewonnenen Distanzmessung 
entspricht, kann (und wird im folgenden) auch abkurzend von "Auflosungsaquivalent" 
gesprochen werden. 

Die multispektrale Kalibrierung erlaubt es, in situ Messungen uber das Abbildungs- 
verhalten des Systems am konkreten biologischen Objekt durchzufuhren. Bei Verwen- 
dung der Fluoreszenzlebensdauer als alleinigem Parametertyp und/oder bei Anregung der 
Fluorochrome mit derselben bzw, denselben Photonenenergie(n) entfallt aufgrund der 
Kalibrierung die in situ Korrektur des chromatischen Versatzes in der Objektebene. Fur 
hdchstauflbsende Fernfeld-Mikroskoptypen wie z.B. das Wellenfeldmikroskop und bei 
Verwendung geeigneter Fluoreszenzmarker ermoglicht dieses Kalibrierverfahren drei- 
dimensionale geometrische Distanzmessungen in biologischen Objekten bis hinunter zu 
molekularer Prazision (d.h. Auflosungsaquivalent besser 10 nm). 
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Zur Ermittlung von 1st- und Sollwerten, zu deren Vergleich und zur Bestimmung des 
Korrekturwerts/Kalibrierwerts werden vorzugsweise die folgenden Verfahrensschritte 
durchgefuhrt: 

• ein oder mehrefe Kalibriertargets B mit einem Abstand groBer als die Halbwertsbreite 
des Hauptmaximum der effektiven Punktbildfunktion vom Schwerpunkt der N MeB- 
strukturen wird/werden mit einer beliebigen spektralen Signatur markiert, 

- die Abstande d ik (i, k = 1... N, i *k ) der Schwerpunkte der spektral getrennten Beu- 
gungsfiguren der N MeBstrukturen und die Abstande d^ der N MeBstrukturen zum Kali- 
briertarget B werden gemessen, wobei automatisierte Verfahren der Bildanalyse ange- 
wendet werden, 

- fur eine MeBstruktur werden die Strecken dik und ds jeweils in der Ebene der 
schmalsten Punktbildfunktion sowie alle iibrigen Distanzen gemessen werden, wozu das 
Objekt axialtomographisch jeweils um einen definierten Winkel $ m gedreht wird, 

- optische Aberrationen aus den Kalibrierungsmessungen werden korrigiert, und an die 
korrigierten gemessenen Abstande d* (<|> m ) und die (<J> m ) wird jeweils eine Cosinus- 
fiinktion A& cos ( § m + 0 ik ) bzw. A iB cos ( $ m + 9 is) mit geeigneter Phasenverschie- 
bung angepaBt, 

- die Maxima A ik und A iB der Anpassungsfunktion von dik bzw. d© werden durch den 
VergroBerungsfaktor dividiert und als euklidischer Abstand D ik bzw. D iB der N MeB- 
strukturen untereinander bzw. der Abstande der MeBstrukturen zum Bezugspunkt B 
bestimmt. 

Fur die Bestimmung der Maxima werden vorzugsweise zusatzlich die diesen entspre- 
chenden Minima des Abstandes Z&, ZiB in der zu der Ebene der dj k , d& orthogonalen Ebe- 
ne herangezogen und analog ausgewertet. 

Die Ermittlung aller Koordinaten der N MeBstrukturen und ihrer Relativkoordinaten zum 
Bezugspunkt B, d.h. die Ermittlung der Positionen Xi, y ly zj und x^ yk, Zk bzw. der Ab- 
stande x k - Xi , y k - yi , Zk - Zi und x B - x» , y B - yi , z B - Zi , erfolgt erfindungsgemaB auf 
der Grundlage der mikroskopisch gemessenen 3D-Abstande Dik bzw. Da vorzugsweise 
unter Verwednung des folgenden Gleichungssystems 
D 2 ik = (x k - Xi) 2 + (y k - yO 2 + (zk - z< ) 2 
D 2 iB - (x B - Xi) 2 + (y B - yO 2 + (zb - A f 
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D 2 kB = (xb - x,) 2 + (y B - y k ) 2 + (z B - zw) 2 

Zur Absicherung der ermittelten MeBergebnsisse sollte die vorstehend beschriebene 
Vorgehensweise fur mehrere Kalibriertargets B und die gleichen N MeBstrukturen 
durchgefuhrt werden. 

Die Koordinaten und Abstande der N MeBstrukturen konnen anhand der Schwerpunkte 
ermittelt werden, die sich aus Schwerpunktmittelungen der Messungen zu alien Bezugs- 
punkten ergeben. 

Insbesondere fur graphische Darstellungen werden die ermittelten Positionen xj, y i? z* und 
xb, Yb, z b vorzugsweise mit einer Punktbildfunktion gefaltet, die eine Halbwertsbreite 
mit dem jeweils erreichten Auflosungsaquivalent besitzt. 

Zur Fluorochrommarkierung von MeBstrukturen und Kalibriertargets werden vorzugs- 
weise solche Fluorochrome verwendet, die im ultravioletten, sichtbaren und/oder infraro- 
ten Lichtwellenlangenbereich angeregt werden konnen und die im ultravioletten, sichtba- 
ren und/oder infraroten Lichtwellenlangenbereich emittieren, 

Als Kalibriertargets konnen entweder biologische Kalibriertargets Oder nicht-biologische 
bzw. synthetische Kalibriertargets eingesetzt werden. 

Bei den biologischen Kalibriertargets handelt es sich um markierte Regionen des 
biologischen Objekts mit bekannter Distanz voneinander. Die Markierung(en) der betref- 
fenden Region(en) kann(konnen) beispielsweise mit geeigneten biochemischen Sonden 
durchgefuhrt werden. Die Verwendung solcher biologischer Kalibriertargets hat gegen- 
iiber Jer Verwendung synthetischer Kalibriertargets, beispielsweise Kalibrierkugelchen, 
den praktischen Vorteil, daB bei der Kalibrierung neben den optischen Randbedingungen 
des Objektes zusatzlich praparativ bedingte RandefFekte in die Kalibrierung einfliefien, 
wie z,B. das Verhaltnis aus tatsachlichen Fluoreszenzsignal zu unspezifischem Hinter- 
grund (das durch automatische Bildanalysealgorithmen bestimmt wird). 

Als nicht-biologische bzw. synthetische Kalibriertargets eignen sich ganz beson- 
ders Mikrokugelchen, die die gleiche oder eine hohere multispektrale Signatur als die zu 
ortenden MeBstrukturen aufweisen. Sie werden wie die biologischen Objekte behandelt. 
Solche Kalibriertargets sind vorzugsweise auf Objekthaltern in definierter Raumanord- 
nung fixiert. Die Fixierung kann bereits bei der Fabrikation der betreffenden Objekttrager 
geschehen , was insbesondere fur die Routinebenutzung von Vorteil ist. 
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Zur Behebung des bei alien bekannten Femfeldmikroskopieverfahren bestehenden Pro- 
blems, daB die Breite des Hauptmaximums der Punktbildfunktion und damit die Auflo- 
sungsgrenze von der relativen Lage im Raum abhangt, d.h. z.B. senkrecht zur optischen 
Achse (= lateral) schmaler ist als in Richtung der optischen Achse (= axial ), kann das 
genannte Kalibrierverfahren sehr gut mit den im Stand der Technik bekannten sog. Mi- 
kroaxialtomographieverfahren kombiniert werden. Bei diesen Mikroaxialtomographiever- 
fahren werden die (biologischen) Objekte in Kapillaren oder auf Glasfasern angeordnet 
und im bzw. unter dem Mikroskop definiert um eine Achse, die normalenveise senkrecht 
zur optischen Achse des Mikroskops steht, gedreht werden, wobei Abstandsmessungen 
in derjenigen Richtung durchgefiihrt werden, die die schmalste Halbwertsbreite der ef- 
fektiven Punktbildfiinktion besitzt. 

Ein Fernfeld-Lichtmikroskopieverfahren, das sich fiir die Detektion und Abbildung von 
insbesondere sehr kleinen, durch Fluoreszenzmarker kenntlich gemachte Substrukturen 
in biologischen Objekten besonders eignet, weil es gegeniiber den bekannten Epifluores- 
zenzmikroskopieverfahren oder der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie den Vorteil 
aufweist, dafi es auch in axialer Richtung - senkrecht zu den Wellenfronten - 
eine Tiefendiskriminierung und damit wesentlich verbesserte Auflosung ermoglicht (ihre 
Dimension kann bei hoher Numerischer Apertur wesentlich geringer als die Wellenlange 
des zur Anregung verwendeten Lichtes sein), ist das Wellenfeldmikroskopieverfahren. 

Bei der Wellenfeldmikroskopie, wie sie z.B. in der US-Patentschrift 4,621,91 1 
beschrieben ist, werden fluoreszierende bzw. lumineszierende Praparate im optischen 
Mikroskop mit einem stehenden Wellenfeld beleuchtet (Standing Wave Field Fluore- 
scence Microscopy, SWFM). Ein stehendes Wellenfeld entsteht (nur) dort, wo Licht 
koharenzfahig iiberlagert wird. Die Praparate werden in einer Zone aquidistanter ebener 
Wellenfronten angeordnet und zur Fluoreszenz oder Phosphoreszenz angeregt. Der Ab- 
stand der Wellenfronten und ihre Phase konnen (insbesondere zur Bilderzeugung) vari- 
iert werden. Aus einzelnen optischen Schnitten kann durch Computer-Bildverarbeitung 
die dreidimensionale Verteilung der fluoreszenten bzw. lumineszenten Objektpunkte re- 
konstruiert werden. 
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Die ebenen Wellenfronten sind senkrecht zur optischen Achse des detektierenden Objek- 
tives angeordnet und werden durch koharente Uberlagerung zweier Laserstrahlen unter 
einem definierten Winkel 9 zur optischen Achse des Mikroskopsystems erzeugt, wobei 
der Winkel 9 den Abstand der Wellenfronten untereinander bestimmt — bei gegebener 
Wellenlange und Brechungsindex. An Stelle von zwei sich kreuzenden Laserstrahlen 
kann das Wellenfeld auch dadurch erzeugt werden, daB ein Laserstrahl nach geeigneter 
Reflexion unter einem bestimmten Winkel (z.B. mit einem Spiegel) mit sich selbst zur 
Interferenz gebracht wird. Die ebenen Wellenfronten zeichnen sich dadurch aus, daB der 
Intensitatsverlauf in Richtung senkrecht zu den Wellenfronten (co)sinusformig ist. 
Die Fluoreszenz bzw. Lumineszenz wird entweder durch entsprechende optische Filter 
spektral diskriminiert und in verschiedenen Strahlengangen gefuhrt oder konfokal detek- 
tiert. Die erzielbare Auflosung, d.h. . die kleinste noch meBbare Distanz zwischen zwei 
punktformigen Objektstrukturen, die mit Fluorochromen gleicher spektraler Signatur 
markiert sind, ist entweder durch das Abbe-Kriterium (= das Maximum 0. Ordnung des 
Beugungsbildes eines Punktobjektes ist im 1. Minimum des Beugungsbildes eines zwei- 
ten Punktobjektes lokalisiert) oder durch die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der 
efFektiven Punktbildfunktion gegeben. Sie hangt von der jeweiligen Wellenlange, der 
Numerischen Apertur des verwendeten Objektivs, sowie von den lokalen Brechzahlen 
der Objekte, des Einbettungsmediums, der eventuell verwendeten Deckglaser und der 
eventuell eingesetzter Immersionsfliissigkeiten ab. 

Die bekannten Wellenfeldmikroskope sind im Prinzip wie folgt aufgebaut: Sie umfassen 

(I) ein Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem, bestehend aus 

wenigstens einer reellen und einer virtuellen Beleuchtungsquelle und wenigstens 
einem Objektiv, die derart zueinander angeordnet sind, daB sie zur Erzeugung ei- 
nes eindimensionalen, sinusformigen, stehenden Wellenfeldes geeignet sind, 

(II) einen Objektraum, mit 

Halte und Manovriervorrichtungen fur das Objekt, und 

(III) ein Detektionssystem, bestehend aus 
wenigstens einem Objektiv, 
wenigstens einem Okular 
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und wenigstens einem Detektor, wobei es sich haufig um eine Kamera, insbesonde- 
re eine CCD-Kamera handelt, die so positioniert ist, daB der CCD-Chip in der Zwi- 
schenbildebene liegt. 

Ein Nachteil dieses Wellenfeldmikroskops nach dem Stand der Technik, im folgenden 
"eindimensionales Wellenfeldmikroskop" ("SWFM") genannt, bzw. der damit durchfiihr- 
baren Wellenfeldmikroskopieverfahren besteht darin, daB das periodisch erzeugte Wel- 
lenfeld (bei epifluoreszenter Detektion in Verbindung mit Verfahren des Optical 
Sectioning) zu einer Mehrdeutigkeit in der Aufhahme bzw, Abbildung einer Objektstruk- 
tur fuhrt, deren Ausdehnung in Richtung senkrecht zu den Wellenfronten wesentlich 
groBer als X/2n ist (^-Wellenlange der Anregung, n= effektiver Brechungsindex). Diese 
Mehrdeutigkeit erschwert zunachst eine efFektive Nutzung der durch das Interferenzmu- 
ster erzielten Aufldsungsverbesserung. 

Zur Durchfuhrung von Distanzmessungen und anderen Untersuchungen der raumlichen 
Verhaltnisse von dreidimensionalen Objekten konnen die bekannten Fernfeldmikrosko- 
pieverfahren einschlieBlich der eindimensionalen Wellenfeldmikroskopie mit Axialtomo- 
graphie kombiniert werden. Hierzu werden die zu untersuchenden biologischen Objekte, 
ggf nach Ausriistung mit Kalibriertargets, in oder auf einer Mikrokapillare oder Glasfa- 
ser als Objekthalter bzw. Objekttrager prapariert. Die Kapillare/Faser hat einen exakt 
definierten Durchmesser, wobei verschiedene Durchmesser mbglich sind. Zur Festle- 
gung dieser Kapillare/Faser auf dem Mikroskoptisch dient eine spezielle Halterung vor- 
geschlagen, die aus einem starren, vorzugsweise dorsiventral abgeplatteten Rahmen be- 
steht, an bzw. auf dem wenigstens eine Lagerbuchse montiert ist, in der eine Mikro- 
kapillare oder Glasfaser um ihre Langsachse rotierfahig (vorzugsweise mit der Rotati- 
onsachse senkrecht zur optischen Achse des Mikroskops) gelagert werden kann. (Die 
Lagerbuchse(n) sollten so angeordnet sein, daB die Rotationsachse der Kapillare/Faser 
senkrecht zur optischen Achse des Mikroskops verlauft.) Die Drehung der Untersu- 
chungsobjekte in oder an der Kapillare/Faser erfolgt durch Drehung der Kapillare/Faser 
direkt, vorzugsweise vermittels eines Drehmotors. 
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Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Wellenfeldmikroskop der 
bekannten Art derart weiter zu bilden, daB es zur Erzeugung von ebenen Wellenfeldern 
in mehr als einer Dimension bei hoher Variability der Abstande der Interferenzmaxima 
geeignet ist, und das vorgenannte Kalibrierverfahren derart weiter zu entwickeln, dafi es 
in Kombination mit einem solchen Wellenfeldmikroskop einsetzbar ist. Dariiber hinaus 
soil ein Verfahren zur wellenfeldmikroskopischen DNA-Sequenzierung geschafFen wer- 
den. 

Eine Losung dieser Aufgabe besteht einerseits in der Bereitstellung der nachstehend be- 
schriebenen sog. "mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskope", andererseits in der Be- 
reitstellung des ebenfalls nachstehend beschriebenen, an die Anwendung eines mehrdi- 
mensionalen Wellenfeldmikroskops angepaBten Kalibrierverfahrens. Dariiber hinaus wird 
ein Verfahren zur "Fluoreszenz-DNA-Sequenzierung" bereit gestellt. 

Bei dem einen erfindungsgemaflen "mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskop" (Typ I) 
handelt es sich um ein Wellenfeldmikroskop der eingangs genannten Art, das durch die 
nachfolgend aufgelisteten Merkmale gekennzeichnet ist: 

(1) Das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem umfafit in zwei oder alien drei Raumrich- 
tungen wenigstens eine reelle oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige 
Lichtstrahlen und wenigstens einen Reflektor oder Strahlteiler zur Auskopplung von 
Teilstrahlen oder eine weitere Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige Lichtstrahlen, 
denen jeweils wenigstens ein Objektiv zugeordnet ist, und die jeweils zur Erzeugung 
von Lichtwellenziigen geeignet sind, wobei die Lichtwellenzuge der einen Beleuch- 
tungsquelle antiparallel oder in variabel einstellbaren Winkeln zu den Lichtwellenzii- 
gen des Reflektors bzw. der anderen Beleuchtungsquelle ausgerichteten sind, und 
zwar derart, daB die von der einen Beleuchtungsquelle ausgesendeten Lichtwellen- 
zuge mit denen des Reflektors bzw. der anderen Beleuchtungsquelle zu einem ste- 
henden Wellenfeld mit ebenen Wellenfronten interferieren. 
(2) Das Detektionssystem umfaBt wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeig- 
netes und/oder wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detekti- 
onsobjektiv vorzugsweise hoher numerischer Apertur, welches mit seiner optischen 
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Achse senkrecht zu den Wellenfronten eines der interferierenden Wellenfelder ange- 
ordnet ist und welches mit einem Objektiv des Anregungssystems identisch sein 
kann. Dem zur epifluoreszenten Detektion geeigneten Detektionsobjektiv ist ein fla- 
chiger (zweidimensionaler) Detektor, z B. eine Kamera vorgeordnet, wahrend dem 
zur rasternden Punktdetektion geeigneten Detektionsobjektiv wenigstens eine fest- 
stehende konfokale Detektionsringblende und/oder -lochblende und/oder wenigstens 
ein feststehender Detektionsschlitz vorgeordnet und ein Punktdetektor, insbesondere 
ein Photomultiplier, eine Photodiode oder eine Diodenarray nachgeordnet ist. 
Unter "hoher" numerischer Apertur ist hier eine numerische Apertur > 1 und unter 
"niedriger" numerischer Apertur eine numerische Apertur < 1 zu verstehen. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Wellenfeldmikroskops (Typ I) 
ist in wenigstens einer Raumrichtung einem Objektiv hoher numerischer Apertur ein Ob- 
jektiv niedriger numerischer Apertur oder ein Reflektor zugeordnet, und in einer oder 
beiden anderen Raumrichtung(en) sind entweder zwei Objektive niedriger numerischer 
Apertur oder ein Objektiv niedriger numerischer Apertur und ein Reflektor einander zu- 
geordnet. 

Bei dem anderen erfindungsgemafien "mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskop" (Typ 
II) handelt es sich urn ein Wellenfeldmikroskop der eingangs genannten Art, das durch 
die folgenden Merkmale charakterisiert is;. 

(1) Das Beleuchtungs- bzw, Anregungssystem umfaBt in wenigstens einer der drei 
Raumrichtungen wenigstens eine reelle oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur koha- 
renzfahige Lichtstrahlen und wenigstens einen Strahlteiler zur Auskopplung von 
wenigstens einem Teilstrahl, denen ein gemeinsames Objektiv zugeordnet ist, in das 
die Lichttrahlen bzw. Lichtwellenzuge der Beleuchtungsquelle(n) und des/der 
Strahlteiler(s) derart eingekoppelt werden konnen, daB sie auf der hinteren (dem 
Objektraum abgewandten) Fokalebene zwei voneinander beabstandete Fokuspunkte 
erzeugen und in dem Raum zwischen den beiden Fokalebenen in variabel einstellba- 
rem Winkel zueinander verlaufen und zu einem eindimensionalen stehenden Wellen- 
feld interferieren. 
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(2) Das Detektionssystem umfaBt wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeig- 
netes und/oder wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detekti- 
onsobjektiv vorzugsweise hoher numerischer Apertur, das auch mit einem Objektiv 
des Anregungssystems identisch sein kann. Dem zur epifluoreszenten Detektion ge- 
eigneten Detektionsobjektiv ist ein flachiger (zweidimensionaler) Detektor, z.B. eine 
Kamera vorgeordnet, wahrend dem zur rasternden Punktdetektion geeigneten De- 
tektionsobjektiv wenigstens eine feststehende konfokale Detektionsringblende 
und/oder -lochblende und/oder wenigstens ein feststehender Detektionsschlitz vor- 
geordnet und ein Punktdetektor, insbesondere ein Photomultiplier, eine Photodiode 
oder eine Diodenarray nachgeordnet ist. 



Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Wellenfeldmikroskops (Typ II) weist das 
Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem in derselben oder einer oder beiden anderen 
Raumrichtung(en) jeweils wenigstens eine weitere reelle oder virtuelle Beleuchtungs- 
quelle ftir koharenzfahige Lichtstrahlen und/oder wenigstens einen Strahlteiler zur Aus- 
kopplung von wenigstens einem Teilstrahl auf, dem/denen jeweils ein weiteres Objektiv 
zugeordnet ist, durch das der/die Lichtstrahlen (Lichtwellenzuge) in den Objektraum 
gelenkt und derart ausgerichtet sind, dafl sie mit den Lichtstrahlen aus derselben oder aus 
der /den beiden anderen Raumrichtung(en) bzw. dem von diesen gebildeten ein- oder 
zweidimensionalen Wellenfeld zu einem zwei- bzw. dreidimensionalen Wellenfeld inter- 
ferieren. 

Eine weitere, sehr vorteilhaften Weiterbildung samtlicher vorstehend genannten erfin- 
dungsgemaBen Wellenfeldmikroskope (Typ I und Typ II) zeichnet sich dadurch aus, daB 
der Objektraum eine Objekthalterung umfaBt, in bzw. an der das Objekt mit den MeB- 
strukturen und/oder gegebenenfalls den/die Kalibriertarget(s) um eine oder zwei ortho- 
gonal zueinander verlaufende Achsen drehbar in dem Wellenfeld gelagert ist, wobei fiir 
wenigstens eine Achse eine Drehbarkeit um 360-Grad (2n) bevorzugt ist. 
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Mit diesen erfindungsgemafien mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskopen Typ I und 
Typ II ist es moglich, eine zeitlich sequentielle und/oder simultane Detektion mehrerer 
Objektebenen durch eine, zwei und/oder drei Objektive (bzw. zu deren orthogonalen 
Achsen) durchzufuhren. Prazisionsdistanzmessungen von Punktobjekten gleicher oder 
verschiedener spektraler Signatur, deren Abstande kleiner als die Halbwertsbreiten der 
Hauptmaxima der effektiven Punktbildfunktionen sind, konnen in (alien) Raumrichtungen 
vorgenommen werden. 

Die feststehende(n) konfokale(n) Detektionsringblende(n), -lochblende und/oder der/die 
feststehende(n) Detektionsschlitz(e) in Kombination mit wenigstens einem geeigneten 
Lichtintensitatsdetektor bietet/bieten die vorteilhafte Moglichkeit, dafi das Objekt in x-, 
y- und z-Richtung durch das Wellenfeld gerastert werden kann (Objekt- oder Stage- 
scanning). 

Das erfindungsgemaOe Wellenfeldmikroskop Typ II und die damit durchfiihrbaren Wel- 
lenfeldmikroskopie hat — insbesondere gegemiber der bekannten eindimensionalen 
Wellenfeldmikroskopie — uberdies den Vorteil, dafi sowohl die laterale Auflosung (d.h. 
senkrecht zur optischen Achse) als auch die axiale Auflosung wesentlich verbessert ist. 
Es ist erstmals eine Diskriminierung von flachenhaften Objekten in axialer Richtung ohne 
den Einsatz von konfokalen Systemen moglich. Aufierdem besteht die vorteilhafte Mog- 
lichkeit, dafl man das Objekt wahrend der Untersuchung bzw, zur Aufhahme / Datenre- 
gistrierung in lateraler Richtung verschieben kann. Mit Hilfe von Bildverarbeitungs- und 
Rekonstruktionsverfahren laBt sich dann aus den somit erhaltenen Mehrfachaufhahmen 
eine hdhere laterale Auflosung gewinnen. Der erfindungsgemaBe Aufbau Typ II mit ei- 
nem Objektiv eignet sich aufierdem auch zur Erzeugung eines eindimensionalen Wellen- 
feldes senkrecht zur optischen Achse eines Epifluoreszenzmikroskops und damit zur late- 
ralen Auflosungsverbesserung desselben. 

Bei einer weiteren Ausfuhrungsvariante dieser "Mehrdimensionalen Wellen- 
feldmikroskope" (Typ I und/oder Typ II) sind die das mehrdimensionale Wellenfeld er- 
zeugende(n) Beleuchtungsquelle(n) und/oder der/die Reflektor(en) und/oder der/die 
Strahlteiler und/oder das/die Objektiv(e) und damit das mehrdimensionale Wellenfeld urn 
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eine oder zwei orthogonal zueinander verlaufende Achsen drehbar angeordnet bzw. 
montiert. 

Zur Abbildung der lateralen Objektbereiche eines im zwei- oder dreidimensionalen Wel- 
lenfeld feststehenden Objekts auf die Detektorringblende, -lochblende bzw. den Detek- 
torschlitz kann jedes erfindungsgemafle Wellenfeldmikroskop (Typ I und/oder Typ II) 
mit einem Scannerspiegel ausgeriistet sein, der derart angeordnet ist, daB er die betref- 
fenden lateralen Objektbereiche mit der gewunschten, meist maximalen, Fluoreszenzin- 
tensitat abbildet, 

Bei einer besonders vorteilhaften Weiterbildung der erfindungsgemaBen mehrdimensiona- 
len Wellenfeldmikroskope (Typ I und/oder Typ II), die fur Zwei- oder Mehr-Photonen- 
Fluoreszenzanregungen geeignet ist, den sog. "Wellenfeldmikroskopen mit kombinierter 
Mehr-Photonen-Fluoreszenzanregung", umfaBt das jeweilige Beleuchtungssystem in 
wenigstens einer der drei Raumrichtungen eine reelle Beleuchtungsquellen fur die Zwei- 
oder Mehrphotonenanregung und in einer oder beiden anderen Raumrichtung(en) eine 
reelle und/oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur die Zwei- oder Mehrphotonenanregung. 
Die damit erzeugten stehenden Wellenfelder (WFi ,WF 2 , . . . , WF ; ) weisen voneinander 
verschiedene Wellenlangen (k u X 2 ... 7 h) auf, und die Distanzen (di, d 2 , . . . , di) zwi- 
schen ihren jeweiligen Wellenmaxima bzw. Wellenminima betragen di = X\/ 2n cos9i 
bzw. d 2 - X 2 / 2n cos9 2 bzw. di = V 2n cosGi (mit: n = Brechungsindex im Objektraum, 
9i, 6 2 . . 9i = Kreuzungswinkel des Lichtwellenzugs der Wellenlange X\ y X 2 , . . y X t mit 
der optischen Achse). Diese Wellenfelder WFi,WF 2 . . . Wi sind erfindungsgemafl derart 
zueinander ausgerichtet, da6 sich mindestens ein Maximum zweier oder aller stehenden 
Wellen an derselben Stelle, namlich dem Ort einer Mehrphototonenanregung, befindet. 

Geeignete Beleuchtungsquellen fur die Zwei- oder Mehrphotonenanregung sind im Stand 
der Technik bekannt und z.B. in der Druckschrift von W.Denk, J.H. Strickler, W W. 
Webb, "Two-Photon Laser Scanning Fluorescence Microscopy", Science, Vol. 248, 
pp. 73-76 (6. April 1990) beschrieben, auf deren Inhalt hier ausdrizcklich Bezug genom- 
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men wird. Diese Beleuchtungsquellen produzieren entweder Photonen unterschiedlicher 
Wellenlangen oder koharente Photonen gleicher Wellenlange. 

Ein besonderer Vorteil der Kombination aus Ein- und Zwei- oder Mehrphotonenanre- 
gung besteht in der gleichzeitigen Anregung von Fluoreszenzmarkern verschiedener 
spektraler Signatur. Hierdurch konnen Fehler der Distanzmessung aufgrund der chroma- 
tischen Aberration im Objekt eliminiert werden. Bei der Zwei-Photonen-Anregung wird 
ein Fluorochrommolekul dann angeregt, wenn zwei Photonen simultan die Energie fur 
die Anregung eines Molekuls liefern. Dabei konnen die zwei an der Anregung des Mole- 
kiils beteiligten Photonen dieselbe oder unterschiedliche Wellenlangen bzw. Energeien 
besitzen. Fur eine koinzidente Anregung mit unterschiedlichen Wellenlangen (X u X 2 ) 
miissenbei der sog, " Zwei-Photonen-Wellenfeldmikroskopie" in jeder jeweiligen 
Raumrichtung jeweils zwei Wellenfelder mit den Wellenlangen X\ und X 2 installiert sein. 
Die Wellenmaxima bzw. Wellenminima der beiden stehenden Wellenfelder (WF1, WF2) 
haben dabei die Distanzen di = X\l 2n cosGi bzw. d 2 = *kil 2n cos9 2 (wobei gilt: 
n = Brechungsindex im Objektraum, 9i, 9 2 = Kreuzungswinkel des Laserstrahls der Wel- 
lenlange A,i, ^2 mit der optischen Achse). Da im allgemeinen die Distanzen di und d 2 ver- 
schieden sind, werden die beiden Wellenfelder pro Raumrichtung so ausgerichtet, dali ein 
Hauptmaximum beider stehender Wellen sich an derselben Stelle befindet. Mehrphoto- 
nen-EfFekte konnen dann nur dort auftreten, wo beide Wellenfelder sich uberlagern, 
Damit werden nur noch einzelne ,r Streifen"' des Wellenfeldes einer Raumrichtung zur 
Mehrphotonenanregung genutzt. Vieldeutigkeiten bei Objekten der Dimension groBer d 
treten erst bei Dimensionen mit der Bedingung kidi = k 2 d 2 (ki, k 2 sind ganze Zahlen) auf 
Durch eine Mehrphotonenanregung der fluoreszenzmarkierten MeBstrukturen und Kali- 
briertargets wird somit eine Eindeutigkeit der dreidimensionalen Abbildung erreicht. 
Die Verwendung von Zwei- oder Mehrphotonenfluoreszenzanregungsverfahren ermog- 
licht ein schnelleres Abscannen bzw. Abrastern des Objekts, d.h. der Objektpunkte, 
-linien und - ebenen und damit eine bessere Abbildungsqualitat insbesondere auch bei 
sich bewegenden Objekten. 
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Eine ebenfalls sehr vorteilhafte Weiterbildung des erfindungsgemaBen mehrdimensiona- 
len Wellenfeldmikroskops zeichnet sich dadurch aus, daB eine Anordnung aus Lichtquel- 
le, Objektiv und einem elektrisch leitenden Spiegel, die zur Erzeugung eines eindimen- 
sionalen, elektrischen Wellenfeldes geeignet ist, relativ zur Objekttragerhalterung vorge- 
sehen ist, und zwar derart, daB die in dem Objekt befindlichen MeBstrukturen und/oder 
Kalibriertargets im Bedarfsfall (z.B. wenn sich diese an bzw. in Molekiilketten befinden) 
durch Anlegen des elektrischen Feldes — vor oder wahrend des mikroskopischen MeB- 
vorgangs — ausgerichtet werden konnen. (Die auf diese Weise raumlich ausgerichteten 
Molekiilketten konnen dann anschlieBend noch mit immobilisierenden Substanzen fbriert 
werden.) Diese Variante des erfindungsgemaBen Wellenfeldmikroskops ist vor allem fur 
die wellenmikroskopische DNA-Sequenzierung geeignet, wobei das eindimensionale 
elektrische Wellenfeld zur Kalibrierung bei der DNA-Sequenzierung dient. 

Zur Detektion des Lumineszenzlichtes wird vorzugsweise eine CCD-Kamera(s) in be- 
kannter Weise eingesetzt. Diese kann hinter der Detektorringblende oder -lochblende 
oder dem Detektorschlitz sitzen. Anstelle der CCD-Kamera bzw. des CCD-Chips kann 
das erfindungsgemaBe mehrdimensionale Wellenfeldmikroskop aber auch mit einer elek- 
tronischen Bildaufhahmevorrichtung ausgeriistet sein, wie sie beispielsweise von Konfo- 
kalen Laser-Scan-Miksroskopen (CLSM) im Stand der Technik bekannt ist. Erfindungs- 
gemaB kann prinzipiell jedes lichtempfindliche Detektionsgerate, insbesondere Photodi- 
ode(n), Photomultiplier, CCD-Kameras/ -Chips, CCD- Arrays, Avalanche Dioden, 
(Avalanche) Dioden Arrays, zweidimensionale (Avalanche) Dioden Matrizes hinter der 
hinter der Detektorringblende oder -lochblende oder dem Detektorschlitz angeordnet 
sein, um die Fluoreszenz zu detektieren und zu dokumentieren, wobei auch Fluoreszenz- 
lebensdauermessungen vorgenommen werden konnen. 

Bei dem erfindungsgemaBen Kalibrierverfahren handelt es sich um ein Kalibrierverfahren 
der vorstehend genannten Art, das durch die folgenden MaBnahmen gekennzeichnet ist: 
(1) Das biologische Objekt mit den fluorochrommarkierten MeBstrukturen und/oder 
den/die fluorochrommarkierten Kalibriertargets wird sequentiell oder simultan mit 
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einzelnen (separaten), in zwei oder drei Raumrichtungen orthogonal zueinander 
verlaufenden, stehenden und zu einem zwei- oder dreidimensionalen Wellenfeld 
miteinander interferierenden Wellenfeldern beleuchtet, wobei die Fluorochrome zur 
Fluoreszenzemission angeregt werden. 

(2) Zur Detektion der Fluoreszenzintensitat wird/werden eine Kamera und/oder eine 
oder mehrere zweidimensionale Anordnung(en) aus Einzeldetektoren mit jeweils 
kreis-, ring- oder schlitzfbrmiger Blende oder eine Anordnung von mehreren kreis-, 
ring- oder schlitzformigen Blenden verwendet 

(3) Entweder das Objekt mit den MeBstrukturen und/oder die/den Kalibriertargets oder 
das ein- bzw. zweidimensionale Wellenfeld oder beides wird wahrend des MeBvor- 
gangs schrittweise um eine oder zwei orthogonal zueinander verlaufende Achsen 
gedreht, wobei die fluorochrommarkierten MeBstrukturen und/oder Kalibriertargets 
sequentiell oder simultan mit einem oder zwei einzelnen, orthogonal zueinander ste- 
henden Wellenfeldern beleuchtet werden. 

Bei der simultanen Beleuchtung wird das Mikroobjekt mit den MeBstrukturen und 
den bzw. die Kalibriertargets starr oder um eine Achse drehbar gelagert. Zwei oder 
drei orthogonal zueinander verlaufende, stehende, ebene Wellenfelder werden zur 
Interferenz gebracht und beleuchten das Mikroobjekt simultan. Bei zwei Wellenfel- 
dern entstehen Ebenen mit einem zweidimensionalen symmetrischen Gitter aus 
Punkten maximaler und minimaler Intensitat. Bei der Verwendung von drei Wellen- 
feldern entsteht ein dreidimensionales Raumgitter aus symmetrisch regelmaBig ange- 
ordneten Punkten maximaler und minimaler Intensitat. Zwischen den Intensitatsma- 
xima und -minima liegt ein kontinuierlicher Intensitatsverlauf vor. 
Bei der sequentiellen Beleuchtung wird das Mikroobjekt im Wellenfeld um zwei 
Achsen gedreht. Wahrend oder nach der Detektion kann die Lage des Wellenfeldes 
relativ zum Objekt verandert werden. 
Bei Verwendung geeigneter Fluoreszenzmarker erlaubt die Erfindung somit, dreidimen- 
sionale (3D), geometrische Distanzmessungen zwischen Fluoreszenztargets gleicher bzw. 
verschiedener spektraler Signatur mit molekularer Prazision, d.h. mit einem 3D Auflo- 
sungsaquivalent bis zu besser als 10 nm und mit einer 3D Lokalisationsgenauigkeit bis zu 
besser als 1 nm. Im Gegensatz zur Elektronenmikroskopie bzw. zur optischen und nicht- 
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optischen Nahfeldmikroskopie bleibt die dreidimensionale Struktur des 2x1 untersuchen- 
den Objektes intakt, da auf mechanische Schnitte verzichtet wird. Damit konnen in drei- 
dimensional konservierten Mikroobjekten 3D-Distanzmessungen in einem Bereich klei- 
ner als die Halbwertsbreite der Hauptmaxima der effektiven Punktbildfunktionen vorge- 
nommen werden. Insbesondere erbffhet das Verfahren die Moglichkeit, dreidimensionale 
Distanzmessungen auch unter vitalen Bedingungen des biologischen Objektes durchzu- 
fiihren. Bei der DNA-Sequenzierung kann die Herstellung von Gelen und die elektropho- 
retische Auftrennung der DNA-Stucke entfallen. Ebenso kann auf eine Autoradiographic 
verzichtet werden, da keine radioaktive Markierung durchgefiihrt wird. Und auch lange 
DNA-Sequenzen (z.B. > 1 kbp) konnen ohne weiteres analysiert werden. 
Diese erfindungsgemaBe Verfahrensvariante erlaubt auBerdem eine wesentlich verbesser- 
te Bestimmung auch morphologischer GroBen (z.B. Volumen, Oberflachen), sofern die 
multispektralen Fluoreszenzmarker in geeigneter Weise z.B. auf der Oberflache des Ob- 
jektes, verteilt werden. Beispielsweise kann auf diese Weise das Volumen eines sphari- 
schen Mikroobjektes mit einem Radius von einigen 100 nm erheblich besser bestimmt 
werden als das mit herkommlichen mit morphologischen Segmentierungstechniken, wie 
z.B. Cavalieri- und Voronoi Verfahren, oder auch Methoden des Volumenkonservieren- 
den Gradual Thresholding moglich ist. 



Mit dem bzw. den erfindungsgemaBen mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskopen (Typ 
I und/oder Typ II) und dem erfindungsgemaBen Kalibrierverfahren ist es moglich eine 
mikroskopische DNA-Sequenzierung durchzufuhren. Hierfur wird erfindungsgemaB das 
nachfolgen beschriebene "Wellenfeldmikroskopieverfahren zur DNA-Sequenzierung" 
vorgeschlagen; 

(1) Es werden alle komplementaren Subsequenzen der zu analysierenden DNA-Sequenz 
derart hergestellt, daB alle Subsequenzen am selben Nukleotid der zu analysierenden 
Sequenz beginnen. 

(2) Die zu analysierenden Bruchstucke werden alle am 3-Ende mit einem Bezugsfluoro- 
chrommarker a und am 5-Ende und/oder an definierten Zwischenstellen mit einem 
Fluorochrommarker a, g, c,oder t — je nachdem ob das Nukleotid die Base Adenin 
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(Marker a), Guanin (Marker g), Cytosin (Marker c) oder Thymin (Marker t) tragt — 
markiert, wobei die Fluorochrommarker a, g, c, t und a verschiedene spektrale Si- 
gnatur aufweisen, und jeweils ein oder mehrere Fluorochrommolekiile enthalten. 

(3) Die markierten DNA-Subsequenzen werden derart auf Trager fixiert, daB sie als 
lineare Sequenz vorliegen, und in ein ein- oder mehrdimensionales Wellenfeldmikro- 
skop eingebracht. 

(4) Die linearen DNA-Subsequenzen werden so zu den stehenden Wellenfronten orien- 
tiert, daB eine exakte Abstandsmessung (Genauigkeit <1«10" 10 m) zwischen a und a 
bzw. g, c oder t — nach Bestimmung der Intensitatsbaryzentren und Kalibrierung 
der Abbildungseingenschaften — durchgefuhrt werden kann, indem 

(5) die Signale der Fluorochrommarker schrittweise, spektral getrennt voneinander re- 
gistriert werden, und 

(6) aus den Abstanden der fluoreszenten Markern und ihrer spektralen Signatur die 
DNA-Basensequenz des zu analysierenden DNA-Stiickes bestimmt wird. 

Mit diesem im Stand der Technik vollig neuartigen Verfahren konnen DNA-Fragmente in 
ihrer Lange nukleotidgenau vermessen werden, und auch ihre Basensequenz kann exakt 
bestimmt werden. Gelelektrophorese und nachfolgende Bandenauswertung kann entfal- 
len. 



Ausfuhrungs- und Vergleichsbeispiele zur naheren Erlauterung der Erfmdung : 

BEISPEEL 1: Aufbau eines mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskops Typ I mit 
drehbar gelagertem Objekt 

Die Basis stellt ein herkommliches "eindimensionales" Wellenfeldmikroskop dar, das 
z.B. mit zwei sich gegenuber liegenden Objektiven hoher Numerischer Apertur oder mit 
einem Objektiv hoher gegenuber einem Objektiv niedriger numerischer Apertur oder mit 
einem Objektiv fur zwei interferierende Laserstrahlen aufgebaut wird. Durch die Objekti- 
ve werden zwei Teilstrahlen eines Lasers so zur Interferenz gebracht, daB ein eindimen- 
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sionales stehendes Wellenfeld entsteht. Uber ein oder zwei Objektiv(e) hoher Numeri- 
scher Apertur wird die Fluoreszenz detektiert. Jeweils in einer oder in beiden orthogona- 
len Richtungen zur optischen Achse des Detektionsobjektivs werden jeweils zwei weitere 
Teilstrahlen des Lasers uber Objektive niedrigerer Numerischer Apertur und/oder Fo- 
kussierlinsensysteme in geeignetem Abstand eingekoppelt und so miteinander und mit 
dem eindimensionalen stehenden Wellenfeld zur Interferenz gebracht, daB ein zwei- oder 
dreidimensionales symmetrisches Intensitatsmuster aus Intensitatsmaxima und -minima 
entsteht. 

In dieses "mehrdimensionale" Wellenfeldmikroskop wird zur Objektlagerung ein Mi- 
kroaxialtomograph eingebaut. 

Bei der Axialtomographie wird anstelle des Glas-Objekttragers eine Mikrokapillare oder 
eine Glasfasern eingesetzt, die drehbar gelagert ist und das (biologische) Objekt in sich 
aufhimmt (Kapillare) oder an dem das (biologische) Objekt geeignet aufgebracht ist 
(Kapillare/Faser). Manuell oder mit einem computergesteuerten Schrittmotor kann die 
Kapillare/Faser, die ublicherweise senkrecht zur optischen Achse des Detektionsobjektivs 
angeordnet wird, um die Faserachse urn einen definierten Winkel gedreht werden. Eine 
Drehung um einen Winkel von 360 Grad (2n) ist moglich. Der Tragerhalter fur die Kapil- 
lare/Faser ist auf einem Halbkreis drehbar gelagert. Die Drehachse verlauft dabei senk- 
recht zur optischen Achse des Detektionsobjektivs. 

Die Detektion der raumlichen Anordnung der Mikrotargets und ihrer Distanz erfolgt 
mittels des erfindungsgemaBen Kalibrierverfahrens und digitaler Bildanalyse. Mehrdeu- 
tigkeiten von Intensitatsverlaufen, d.h. z.B. Intensitatshaupt- und -nebenmaxima von 
fluoreszenten "Punkt" -targets, konnen mit Hilfe geeigneter Computeralgorithmen stati- 
stisch ausgewertet werden und damit zu einer Erhohung der Lokalisationsprazision bei- 
tragen. Bei ausgedehnten Objekten konnen Mehrdeutigkeiten durch Zwei- oder Mehr- 
Photonen Anregung mit Photonen verschiedener Wellenlange reduziert werden. 
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BEISPIEL 2: Distanzmessung zwischen Genabschnitten von Chromosomen in ei- 
nem Zellkem mittels mehrdimensionaler Wellenfeldmikroskopie, er- 
findungsgemaflem Kalibrierverfahren und ggf. Axialtomographie 

(I) In einem Zellkern nimmt das Chromatin der einzelnen Chromsomen definierte Teil- 
regionen ein. Innerhalb einer oder mehrerer solcher chromosomalenTeilregionen werden 
die zu ortenden Strukturen , d.h. die MeBstrukturen, z.B. kleine Chromosomen- 
abschnitte wie Gene oder Teilstucke von Genen, mit einer im Stand der Technik bekann- 
ten Methode der Fluoreszenz in situ Hybridisierung spezifisch markiert, und zwar mit 
Fluorochromen verschiedener bestimmter spektraler Signaturen Mi, M 2 , Ms, .... Die 
Abstande zwischen den Markierungsorten (den markierten MeBstrukturen) liegen unter 
der klassischen Auflosung, d.h. sie sind kleiner als die Halbwertsbreite des Haupt- 
maximum der effektiven Punktbildfunktion. Die Markierung der (Objekt-) Strukturen 
(MeBstrukturen) erfolgt derart, daB die spektralen Signaturen an den zu ortenden 
Strukturen (MeBstrukturen) mit nahezu der gleichen Dynamik vertreten sind. 

Das biologische Objekt wird auf einer Glasfaser exakt definierten Durchmessers oder in 
einer runden oder rechteckigen Kapillare definierter Dimensionen prapariert. 

(II) Urn die Distanzen zu bestimmen, werden mikroskopierbare Praparate mit Kalibrier- 
targets hergestellt, und zwar unter den gleichen physikalischen und chemischen Ver- 
suchsbedingungen wie das Objekt bzw. die zu ortenden Objektstrukturen 
(= MeBstrukturen). 

Als Kalibriertargets bzw. als Praparate mit Kalibriertargets dienen beispielsweise: 
a^ mikroiniizierbare Kugelchen einer spektralen Signatur (monochromatisch): 
Die Kugelchen sind nach bekannten Verfahren mit jeweils einem Fluorochrom, d.h. mo- 
nochromatisch markiert und aufgrund ihrer GroBe von den auszumessenden (zu orten- 
den) Strukturen im Objekt (den MeBstrukturen) unterscheidbar. Man injiziert solche Ka- 
Hbrierkiigelchen, die die im Objekt vorhandenen spektralen Signaturen der MeBstruktu- 
ren reprasentieren, ansonsten aber vorzugsweise identisch sind (hinsichtlich GroBe, 
Geometrie, MaterialbeschafFenheit etc.). Mit anderen Worten: Die spektralen Signaturen 
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der MeBstrukturen sowie der Kalibriertargets werden so gewahlt, daB unter den gegebe- 
nen Untersuchungsbedingungen die von ihnen emittierten Fluoreszenzemissionen ge- 
trennt voneinander analysiert werden konnen. Die Injizierung und Fixierung der mono- 
chromatischen Kalibrierkiigelchen erfolgt derart, daB sich die einzelnen Kugelchen ver- 
schiedener spektraler Signatur in Clustern direkt an der Glasfaser-Oberflache oder Kapil- 
larwand anordnen, vorzugsweise in einer Querschnittsebene der Faser bzw. Kapillare. 
Bei Verwendung von Prazisionsfasern und/oder -kapillaren liegen die Kugelchen folglich 
in definierten Abstande voneinander bzw. von einer Bezugsebene, Bezugsachse oder 
Bezugslinie. 

b) mikroiniizierbare Testkiigelchen multispektraler Signatur (polvchromatisch) und glei- 
cher spektraler Dvnamik. 

Die Kugelchen sind nach bekannten Verfahren mit jeweils alien bei den markierten 
(Objekt-)Strukturen (MeBstrukturen) vorkommenden spektralen Signaturen markiert 
Infolgedessen konnen sie an beliebige Stellen im zu vermessenden biologischen Objekt 
(hier Kern) injiziert werden. Eine Sollgeometrie wie bei a) ist nicht erforderlich, da fur 
jede Signatur die chromatischen Schwerpunkte an derselben Stelle lokalisiert sein sollen. 
Zur Unterscheidung von den markierten (Objekt-)Strukturen (MeBstrukturen) konnen 
die Kugelchen entweder einer anderen GroBenklasse angehoren oder aber eine zusatzli- 
che spektrale Signatur tragen, die bei den zu messenden Strukturen d.h. den MeBstruktu- 
ren 'gemaB Praparationsprotokoll) nicht vorkommt. 

c) simultan markierte Chromosomenregionen bekannter Distanz an einem anderen 
Chromosom als demjenigen. das die zu ortenden Strukturen (MeBstrukturen) tragt: 
Die Kalibriertargets, d.h. hier die Chromosomenregionen mit bekanntem Abstand von- 
einander, sind mit Hilfe einer Probenkombination von DNA-Sequenzen, die die verschie- 
denen spektralen Signaturen tragt, unterschiedlich markiert. Eine Unterscheidung der 
chromosomalen Kalibriertargets von den zu ortenden (Chromosomen-) Strukturen 
(MeBstrukturen) kann beispielsweise durch unterschiedliche Fluoreszenzintensitat erfol- 
gen oder durch ein unterschiedliches Intensitatsverhaltnis zwischen Fluorochromen ver- 
schiedener spektraler Signatur oder durch Verwendung eines zusatzlichen Fluorochroms 
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mit abweichender spektraler Signatur, das bei der Fluoreszenzmarkiening der Mefltar- 
gets nicht verwendet wurde. 

Es ist auch moglich, daB die Kalibriertargets einer anderen GroBenklasse angehoren als 
die zur ortenden MeBstrukturen. 

(Ill) Die Distanzmessungen werden mit einem erfindungsgemaBen mehrdimensionalen 
Wellenfeldmikroskop, kombiniert mit Photomultiplier und/oder Kamera und Daten- 
verarbeitungsanlage, durchgefiihrt Von dem biologische Mikroobjekt, hier im Beispiel 
einem Zellkern, wird eine Serie optischer Schnitte aufgenommen. Die MeBstrukturen M b 
M 2> M 3) . . .M» besitzen / = 1,2,..,L spektrale Signaturen. Die spektrale Signatur der Kali- 
briertargets Ui, U2, U 3 ,. . . ,Ui unterscheiden sich von derjenigen der MeBstrukturen z.B. 
in Volumen, Durchmesser, Intensitat oder in der Zahl der spektralen Signaturen (/ = 
1,2,.. ,1 +1). Die Bilder der optischen Schnitte werden fur jede spektrale Signatur ge- 
trennt aufgenommen und gegebenenfalls noch der Untergrund korrigieit. Zur Auswer- 
tung werden zum einen die Kalibriertargets identifiziert und der chromatische Versatz 
bestimmt. Dazu werden die Kalibriertargets unter jeder spektralen Signatur lokalisiert 
und die Abstande zwischen den Kalibriertargets mit Fluorochrommarkierungen verschie- 
dener spektraler Signatur gemessen. Die gemessenen Lokalisationen ( d.h. die gemesse- 
nen Targetabstande) werden mit den aufgrund der Geometrie berechneten Soli- 
Lokalisationen (d.h. den tatsachlichen Targetabstanden) verglichen und daraus der 
spektral bedingte Versatz (Shift) bestimmt. 

Dieser Versatz (Shift) ist der Kalibrierwert fiir die gemessenen Distanzwerte zwischen 
den zu ortenden (Objekt-)Strukturen (MeBstrukturen). 

Da dieser Versatz von den optischen Eigenschaften des Praparates abhangt (z.B. Brech- 
zahlen in den Kernen und dem Praparationsmedium), sollte die Kalibrierung in situ erfol- 
gen. Das heiflt im vorliegenden Beispiel, daB sich die Kalibriertargets neben den zu un- 
tersuchenden und markierten (chromosomalen) Strukturen (MeBstrukturen) im Kern 
befinden sollten. 

Zum anderen werden die Abstande zwischen den zu ortenden (Objekt-)Strukturen 
(MeBstrukturen) lokalisiert. Man bestimmt dabei in jeder spektralen Signatur zunachst 
unabhangig voneinander die Position der Schwerpunkte der gemessenen Intensitatssigna- 
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le, d.h. es werden die Abstande zwischen den verschiedenen Farbsignalen bzw. Farb- 
punkten der betrefFenden MeBstrukturen, z.B. zwischen dem rotfluoreszierenden und 
dem grunfluoreszierenden Farbpunkt (von Intensitatsmaximum zu Intensitatsmaximum 
oder von Schwerpunkt/Baryzentrum zu S chwerpunkt/B aryzent rum) gemessen, und die- 
ser MeBwert wird urn den mit den Kalibriertargets ermittelten (durch die verschiedene 
spektrale Signatur bedingten) Versatz in hochpraziser Weise korrigiert. 
Die korrigierten Positionen der MeBstrukturen werden in Bezug auf einen Vergleichs- 
punkt angegeben. Dieser Vergleichspunkt kann z.B. ein beliebig ausgezeichneter fester 
Punkt im Objekt oder der Schwerpunkt eines Kalibriertargets (z.B. eine markierte Chro- 
mosomenregionen) oder eines sonstwie ausgezeichneten Chromosomenterritoriums sein. 
Es kann aber auch die Schwerpunktskoordinate aller MeBstrukturen innerhalb eines 
Chromosomenterritoriums sein. 

Bei Kalibriertargets in Gestalt von mikroinjizierbaren Testkugelchen mit multispektraler 
Signatur (polychromatisch) wird der chromatische Versatz aus dem Lokalisa- 
tionsunterschied der Schwerpunkte fiir jede Signatur bestimmt. Die dafiir erforderliche 
Identifizierung der zu einem Kalibriertarget gehorenden Fluoreszenzemission kann bei- 
spielsweise durch volumenerhaltende Schwellwertverfahren oder durch Mittelung der 
Segmentierungsergebnisse bei Schwellwertvariation erfolgen. 

Bei Kalibriertargets in Gestalt von fluorochrommarkierten Objektregionen mit multispek- 
traler Signatur (polychromatisch) wird der chromatische Versatz genauso bestimmt. 

Als fluorochrommarkierte Kalibrierregionen eignen sich insbesondere auch Zentromer- 
regionen, die mit einer Probenkombination von solchen DNA-Sequenzen hybridisiert 
werden, die alle an dieselben chromosomalen DNA-Abschnitte binden, jedoch mit Fluo- 
rochromen unterschiedlichen spektraler Signatur markiert wird. Erfolgt die Hybridisie- 
rung unter hoch stringenten Bedingungen, liegen pro Zellkern zwei Markierungsregionen 
vor; bei nieder-stringenten Bedingungen werden aufgrund zusatzlicher Nebenbindungs- 
regionen zusatzliche Zentromerregionen markiert, so daB die Zahl der Kalibrierungsre- 
gionen ansteigt. Das ist u.U. sehr von Vorteil. 
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(IV) Die beschriebenen MeBverfahren konnen auch in Kombination mit Axialtomogra- 
phie durchgefuhrt werden. Hierfiir wird das biologische Mikroobjekt, z.B. ein Zellkern, 
in dem die zu ortenden MeBstrukturen bereits mit Fluorochromen markiert sind und das 
auch bereits Kalibriertargets enthalt (zur Preparation siehe Beispiel 1), auf einer Glasfa- 
ser oder in der Mikrokapillare angeordnet. Mit dem Axialtomograph wird das Objekt 
Schritt fur Schritt urn einen definierten Winkel gedreht unter ggf. automatischer Refo- 
kussierung. Von jedem Winkelschritt wird ein kompletter 2D oder 3D-Bildstapel aufge- 
nommen. 

Die Drehung erfolgt in der Art, daB jeweils ein Abstand zwischen zwei MeBstnik- 
turen bzw. Kalibriertargets (d.h. zwischen deren Fluoreszenzintensitatsschwerpunkten) 
maximal wird. Der maximale gemessene Abstand entspricht dem tatsachlichen Abstand. 

1st man nur an den Abstanden zwischen den MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets, 
d.h. nicht an ihrer absoluten raumlichen Anordnung interessiert, kann man nun von einer 
der bekannten MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets aus fortfahren, den Abstand zu einer 
dritten MeBstruktur bzw. einem dritten Kalibriertarget zu maximieren und zu bestimmen. 
Sind die Abstande zwischen den MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets groBer als die 
Halbwertsbreite des Hauptmaximums der Punktbildfunktion, so geniigt eine einzige 
spektrale Signatur, sind die Abstande dagegen kleiner, miissen die MeBstrukturen bzw. 
Kalibriertargets durch multispektrale Signatur unterschieden werden. Die Schwerpunkte 
(Maxima) der Signale dienen der Lokalisierung. Sofern die untersuchten MeBstrukturen 
einen Durchmesser haben, der kleiner als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der 
effektiven Punktbildfunktion ist, werden alle Beugungsbilder der MeBstrukturen bzw. 
Kalibriertargets durch eine scharfe Punktbildfunktion bestimmt, so daB die Maxima op- 
timal bestimmt werden konnen. 

Ist man an der absoluten Anordnung der MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets im 
Raum interessiert, so miissen die jeweiligen Schwerpunkte (sog. "Baryzentren") prazise 
bestimmt werden. Durch mehrmaliges Wiederholen der gesamten MeBprozedur und 
statistische Auswertung kann die absolute Lokalisierung der MeBstrukturen bzw. Kali- 
briertargets, d.h. die Winkelmessung, verbessert werden. 
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Anstatt wie vorstehend beschrieben die Kalibrierung und die Distanzmessung zwischen 
den zu ortenden Strukturen, d.h. MeBstrukturen, in demselben biologischen Objekt 
durchzufiihren, kann man auch die Kalibrierung unabhangig von den MeOstrukturen an 
gleichartigen biologischen Objekten durchfiihren. Bei dieser Verfahrensvariante ist die 
Unterscheidung zwischen den Fluoreszenzsignalen der Kalibriertargets und denjenigen 
der MeBstrukturen erleichtert Anhand der mit den Kalibriertargets ermittelten Werte des 
optischen Versatzes kann man Eichkurven fur die Distanzmessungen zwischen den 
MeBstrukturen erstellen. Derartige Eichkurven machen z.B. Angaben uber den spektra- 
len Versatz als Funktion von Brechungsindex und Absorption des verwendeten Immersi- 
onsmediums, der verwendeten Optik, Filter und Detektionseinheiten, der verwendeten 
Auswertealgorithmen, der verwendeten biologischen Objekte, der Lokalisation der 
MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets in ihnen etc. Die Verwendung der Information aus 
diesen speziellen Eichkurven zur erfindungsgemaflen Distanzmessung bietet sich insbe- 
sondere in solchen Fallen an , bei denen einer groBere Prazisionstoleranz verwendet er- 
laubt ist 



BEISPIEL 3: Untersuchung und Darstellung von dreidimensional ausgedehnten 
Objekten mittels mehrdimensionaler Wellenfeldmikroskopie, erfin- 
dungsgemaQem Kalibrierverfahren und simultaner BHdaufnahme 

Ublicherweise wird von einem biologischen Mikroobjekt ein 3D-Datensatz durch se- 
quentielle Registrierung gewonnen, z.B. in der konfokalen Laserscanningmikroskopie 
durch punktweises oder linienweises Abscannen des 3D-Objektvolumens; ein zweites 
Verfahren beruht auf der Registrierung der Fluoreszenzemission aus der Objektebene 
durch Positionierung eines Detektorarrays in der zu der Objektebene konjugierten Zwi- 
schenbildebene. ublicherweise ist die Position dieser Zwischenbildebene fixiert; urn 3D- 
Informationen uber das biologische Objekt zu erhalten, wird dieses sequentiell durch die 
zu der festen Zwischenbildebene konjugierte Objektebene hindurch bewegt; jedesmal 
wird ein 2D-Bilddatensatz der betreffenden Fluoreszenzemission registriert; und/oder das 
Objekt wird mit Hilfe axialtomographischer Verfahren urn verschiedene Drehwinkel ge- 
dreht, wobei jedesmal 2D-Datensatze der zu der festen Zwischenbildebene konjugierten 
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Objektebene registriert werden. 

Diese sequentielle Registriening von Objektpunkten, Objektlinien oder Objektebenen hat 
verschiedene Nachteile: Z.B. kann ein Ausbleichen der Registriening des 3D-Datensatzes 
zu einer Verschiebung der erfindungsgemaB bestimmten 3D-Schwerpunkte der Fluores- 
zenzverteilung von markierten Objektpunkten einer bestimmten spektralen Signatur fuh- 
ren. Ein anderer Nachteil besteht darin, daB die 3D-Datenaufhahme nicht schnell genug 
erfolgt, um auch bei nicht permanent stabil, d.h. sich bewegenden Objekten, insbesondere 
bei in vivo Markierungen wie z.B. bei fluoreszenzmarkierten Chromosomenregionen in 
Kernen lebender Zellen, die sich unter physiologischen Bedingungen mit Geschwindig- 
keiten bis zu einigen nm/sec (mittlere Verschiebung) bewegen konnen, eine befriedigende 
Bildqualitat zu gewahrleisten. 

Um auch bei sich bewegenden Objekten eine befriedigende Abbildungsqualitat zu erhal- 
ten, sieht die vorliegende Erfindung eine simultane Aufhahme des 3D-Datensatzes eines 
fluoreszenzmarkierten Objektes vor. Hierzu wird das vom Objekt emittierte Fluores- 
zenzlicht einer gegebenen spektralen Signatur durch optische Elemente, z.B. Teilerspie- 
gel, aufgespalten in N Teilstrahlen und auf N Detektorarrays abgebildet, die sich in N 
verschiedenen Zwischenbildebenen befinden, die zu N verschiedenen Objektebenen kon- 
jugiert sind. Eine einfache Abschatzung aufgrund der Abbildungsgleichung ergibt, daB 
die Abstande der Zwischenbildebenen (Detektorebenen) bei simultaner Registriening 
eines Objektbereiches mit 10 ^m axialer Ausdehnung und eines Objektivs von konven- 
tionclier Bildweite und hoher numerischer Apertur z.B. um ein?n Bereich in der GroBen- 
ordnung < 20 cm variiert werden mussen (abhangig vom verwendeten Objektiv). Durch 
weitere N Zwischenoptiken konnen die fur Hochprazisionsdistanzmessungen in relevan- 
ten Objektbereichen zu registrierenden N Objektebenen auch auf verschiedene Bereiche 
desselben, geeignet groB dimensionierten Detektorarrays (bzw. auf L < N Detektorar- 
rays) abgebildet werden. In diesem Falle entspricht einem bestimmten Ausschnitt des/der 
L Detektorarrays eine der N konjugierten Objektebenen. Beispielsweise wird ein kleiner 
Objektbereich von wenigen ^im Ausdehnung zur Vermessung in der Wellenfeldmikro- 
skopie zunachst so grob positioniert, daB sein Schwerpunkt etwa im Zentrum des durch 
die Detektionspunktbildfunktion fiir eine bestimmte (Zwischen)Bildebene B 0 gegebenen 
Beobachtungsvolumens des zur Registriening verwendeten Mikroskopobjektivs liegt; 
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das vom 3D-Objekt ausgehende Fluoreszenzlicht wird nach seinen spektralen Signaturen 
getrennt und in N Teilstrahlen aufgespalten, die auf N Detektorarrays (von z.B, je 8 x 8, 
16x16 oder 64 x 64 PixelgroBe) abgebildet werden, deren Positionierung die Registrie- 
rung der Fluoreszenzemission aus N konjugierten Objektebenen um das Maximum der 
Detektionspunktbildfunktion (bezogen auf die Bildebene B 0 ) gestattet. 
Beispielsweise sind bei simultaner Aufhahme von Objekten mit einem Abstand von je- 
weils 20 nm nach einer einfachen Abschatzung unter obigen Annahmen Verschiebungen 
der konjugierten Zwischenbildebenen um jeweils wenige 100 \im (in der Nahe des Ma- 
ximums der Punktbildfiinktion) erforderlich; bzw. entsprechend kleine optische indivi- 
duelle Korrekturen sind bei simultaner Detektion der relevanten Objektausschnitte auf 
einem einzigen (oder L < N) Detektorarray(s) entsprechender Pixelzahlen auszufiihren. 
Bei einer Teilung der Fluoreszenzemission z.B. in N=20 Teilstrahlen gleicher Intensitat 
vermindert sich die Anzahl der von jedem der N=20 Detektorarray(s) (bzw. - 
Ausschnitte) pro Zeiteinheit registrierten Photonenzahl um etwa den gleichen Faktor. 
Die Lokalisationsgenauigkeit eines fluoreszenzmarkierten Objektes vermindert sich dann 
aufgrund der verschlechterten Photonenstatistik um schatzungsweise einen Faktor V20 
Dieser Nachteil kann durch eine Erhohung der Registrienmgszeit um den Faktor N (z.B. 
N=20) beseitigt werden. In diesem Falle dauert die simultane Registrierung des Objektes 
etwa ebensolange wie bei sequentieller Registrierung. Bei Objekten mit Ausbleichverhal- 
ten besteht der Vorteil der simultanen dreidimensionalen Registrierung jedoch in einer fur 
alls Targets (einer gegebenen spektralen Signatur) des Beobachtungsvoiumens ahnlichen 
(bzw. ahnlicherem) Ausbleichverhalten; durch Ausbleichen verursachte Verschiebungen 
des Schwerpunktes des Fluoreszenzemissionsbildes werden hierdurch vermindert. 
Bei Objekten mit zeitlich dynamischer Struktur (z.B. markierte Zellen in vivo) wird bei 
einer gegenuber der sequentiellen Registrierung um den Faktor N verkiirzten Aufhahme- 
zeit (z.B, 1 sec statt 20 sec) die Lokalisationsgenauigkeit der einzelnen Objektpunkte um 
schatzungsweise den Faktor Vn (bei N=20 z.B. 4.5) vermindert. 
Beispielsweise ergibt sich bei einer 3D Lokalisationsgenauigkeit im Wellenfeldmikroskop 
von ca. ± 3 nm, erhalten mit sequentiellen Aufhahmezeiten von 1 sec pro Bildebene, un- 
ter den genannten Bedingungen bei simultaner Registrierung ( 1 sec) eine Verminderung 
auf eine Lokalisationsgenauigkeit auf schatzungsweise ± 4.5 • 3 nm « 14 nm bei simulta- 
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ner Aufhahme von 20 Objektebenen unter sonst gleichen Bedingungen. Bei einer (als 
Beispiel) angenommenen Objektbewegung (mittlere Verschiebung) von 5 nm/sec ware 
die tatsachliche Lokalisationsungenauigkeit bei einer sequentiellen Aufhahme mit einer 
Gesamtregistrierungszeit von 20 sec bereits ohne Berucksichtigung von Ausbleicheffek- 
ten jedoch erheblich groBer. ErfindungsgemaB ist hier die beschriebene simultane Regi- 
strierung von Objektebenen nicht nur hinsichtlich einer optischen Achse, sondern auch 
hinsichtlich zwei und drei orthogonalen optischen Achsen. 

Bei Bedarf kann diese erfindungsgemaBe simultane Bildaufhahme ohne weiteres mit einer 
herkbmmlichen sequentiellen Bildaufhahme kombiniert werden. 



BEISPIEL 4 : DNA-Sequenzierung mittels mehrdimensionaler 
Wellenfeldmikroskopie 

Mittels bekannter Verfahren wie z.B. der Polymerase-Kettenreaktion werden alle kom- 
plementaren Subsequenzen der zu analysierenden DNA-Sequenz herstellt. Die Subse- 
quenzen beginnen alle am selben Nukleotid der zu analysierenden Sequenz. Die zu ana- 
lysierenden Bruchstucke werden alle am 3* Ende mit einem Bezugsfluorochrommarker a 
markiert. Am anderen Ende, dem S'-Ende, bzw. an definierten Zwischenstellen werden 
sie jeweils mit einem Fluorochrommarker a, g, c, t verschiedener spektraler Signatur 
markiert, je nachdem ob das Nukleotid die Base Adenin (Marker a), Guanin (Marker g), 
Cytosin (Marker c) oder Thymin (Marker t) tragt. 

Alle Typen der verwendeten Fluorochrommarker unterscheiden sich in ihrer spektralen 
Signatur derart, daB die Fluorochrommarker a, a, g, c, t (ggf. noch weitere) getrennt 
voneinander detektiert werden konnen; ein bestimmter Fluorochrommarker kann erfin- 
dungsgemaB von einem bis vielen Fluorochrommolekulen des gleichen oder verschiede- 
nen Typs gebildet werden, wobei die Lange und Zusammensetzung der Fluorochrom- 
marker erfindungsgemaB so gewahlt wird, daB Distanzmessungen zwischen den Schwer- 
punkten der Intensitatsverteilungen von anfangsstandigem Fluorochrommarker a und 
endstandigen Fluoreszenzmarkern (entweder a, oder g, oder c, oder t, oder ggf. weitere 
fur weitere Basen) mit dem Verfahren der mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskopie 
moglich ist, d.h.. Linkermolekule fur Fluoreszenzmarker miissen dabei beispielsweise 
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kurzer als 1/2 Nukleotiddurchmesser sein. ErfindungsgemaB ist auch die Verwendung 
von langeren Linkermolekiilen moglich, sofern diese eine Konfiguration von so hoher 
Steifigkeit besitzen, daB die durch sie verursachte Distanzvariation geniigend klein ist, 
beispielsweise < 1/2 Nukleotiddurchmesser betragt. 

Diese so markierten Subsequenzen reprasentieren die zu analysierende DNA-Sequenz 
vollstandig. Die Fluoreszenzmarker a, g, c, t bzw. das Bezugsfluorochrom a konnen 
jeweils ein oder mehrere Fluorochrommolekule enthalten. Die DNA-Subsequenzen wer- 
den alle so auf geeignete Trager fixiert, daB sie als lineare Sequenz vorliegen. 

Die fluorochrommarkierten DNA-Stucke werden mit Hilfe von DNA-Combing- 
Techniken linear ausgerichtet Im Unterschied zum herkommlichen "eindimensionalen" 
Wellenfeldmikroskop ist bei dem erfindungsgemaBen mehrdimensionalen Wellenfeldmi- 
kroskop eine zusatzliche prazise Ausrichtung der DNA-Strange in Richtung der opti- 
schen Achse des Systems nicht mehr notwendig. Die DNA-Sequenzen werden vorzugs- 
weise auf eine viereckige Glasfaser aufgebracht, deren Brechungsindex sich von demje- 
nigen des umgebenden Mediums in minimaler Weise unterscheidet, wobei die Ausrich- 
tung in einem bestimmten Winkel, insbesondere orthogonal zur Achse der Glasfaser er- 
folgt, und wobei der mittlere Abstand der Schwerpunkte der DNA-Sequenzen voneinan- 
der groBer ist als die maximale Halbwertsbreite der zur Registrierung der Fluoreszenzsi- 
gnale verwendeten Punktbildfiinktionen. Ein weiteres Verfahren bindet das 3' Ende an 
ein Mikrokugelchen der spektralen Signatur aund streckt anschlieBend den DNA-Faden 
mit dem Werkzeug der optischen Pinzette, wobei der "Pinzettenlaser" in seiner Wellen- 
lange geeignet gewahlt werden muB. 

Nach Linearisierung bzw. Orientierung der DNA-Sequenzen wird das so hergestellte 
Praparat fixiert und die molekulare Bewegung z.B. durch Temperaturerniedrigung redu- 
ziert. Alternativ konnen die DNA-Enden auch in eine kristallin geordnete Festkorper- 
struktur eingebettet werden. Fur die Messung wurden zu Zwecken der Kalibrierung 
weitere, insbesondere polychromatische Mikroobjekte auf die Glasfaser, den DNA- 
Objekttrager oder in den Fixierungsfestkorper der DNA-Enden eingebracht Die Kali- 
brieningsobjekte enthalten zusatzlich eine spektrale Signatur, die nicht a, t, c oder g ist. 
Die Linearisierung der DNA-Strange kann entfallen, wenn alle Nukleotiden bei der Syn- 
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these des zu analysierenden DNA-Komplementarstranges geeignet fluoreszenzmarkiert 
werden. 

Die fixierten DNA-Sequenzen werden in ein mehrdimensionales Wellenfeldmikroskop 
eingebracht, wobei die linearen DNA-Subsequenzen so zu den stehenden Wellenfronten 
orientiert werden, daB eine exakte Abstandsmessung (Genauigkeit <1*10" 10 m) zwischen 
a und a bzw. g, c oder t — nach Bestimmung der Intensitatsbaryzentren und Kalibrie- 
rung der Abbildungseingenschaften — moglich ist. 

Die Messung erfolgt bei in situ Kalibrierung unter Anwendung des erfindungsgemaBen 
Kalibrierverfahrens. Die Signale der Fluorochrommarker werden im Wellenfeldmikro- 
skop mit geeignet angepaBten Schrittweiten spektral getrennt voneinander registriert 
(bevorzugt in digitaler Weise). Aus den Abstanden der fluoreszenten Markern und ihrer 
spektralen Signatur laBt sich die DNA-Basensequenz des zu analysierenden DNA- 
Sttickes bestimmen. 

Statt einer spektralen Trennung oder zusatzlich zu ihr konnen auch Fluoreszenzlebens- 
dauerparameter analysiert werden. In einer ersten Phase der Auswertung wird eine 
Grobbestimmung der Schwerpunkte der Fluorochrommarker- Signale vorgenommen und 
auf der Grundlage dieser Information die zu einer DNA-Sequenz gehorenden Signale 
nach den oben genannten Distanzkriterien von den zu einer anderen DNA-Sequenz geho- 
renden Signalen getrennt; in einer zweiten Phase der Auswertung werden die spektral 
getrennt registrierten, modulierten Signale der Fluorochrommarker mit Hilfe von geeig- 
net angepaBten Funktionen analysiert; hieraus werden die Abstande z.B. der Schwer- 
punkte der anfangs- und endstandigen Fluorochrommarker-Signale einer DNA-Sequenz 
voneinander mit molekularer Prazision bestimmt, wobei die an den Kalibrierungsobjekten 
vorgenommenen Messungen fur eine Korrektur von Distanzaberrationen, z.B. chromati- 
scher Verschiebungen, herangezogen werden; in einer dritten Phase der Auswertung 
werden die den Langen der DNA-Sequenzen entsprechenden Abstande der Fluoro- 
chrommarker-Signale nach zunehmender Lange getrennt nach Typus des endstandigen 
Fluorochrommarkers (z.B. a, g, c, t) geordnet; die so erreichte Anordnung entspricht 
dem bei einem herkbmmlichen Verfahren erzielten Muster, dem dann nach bekannten 
Methoden die gewunschte Sequenzinformation entnommen werden kann. 
Bei Makromolekulen linearer Sequenz bzw. bekannter geordneter Struktur geht man 
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analog vor, wobei die Zahl und Art der Fluorochrommarker von Zahl und Art der Mole- 
kulbausteine abhangt, 

Falls die Vermessung einzelner DNA-Strange deren Ausrichtung in Richtung der opti- 
schen Achse erforderlich macht, kann erfindungsgemaB wie folgt verfahren werden: 
Das bekannte Ende der DNA-Kette wird zusatzlich zu einem Fluoreszenzmarker der 
spektralen Signatur a mit einem chemischen "Marker" markiert. Der Rest der DNA- 
Kettenpraparation, insbesondere die Markierung der endstandigen Fluoreszenzmarker a, 
c, g und t (Stopnukleotide) wird wie anfangs beschrieben durchgefuhrt Die endstandigen 
Basen und/oder die Marker der Stopnukleotide und ggf weitere Basen der auszurichten- 
den DNA-Ketten tragen eine elektrische Ladung (z.B. negativ). 

Die Ausrichtung der DNA-Ketten kann vor oder wahrend der Mikroskopie erfolgen, 
zunachst wird das Verfahren der Ausrichtung vor der Mikroskopie beschrieben. 

Die praparierten DNA-Ketten werden in Losung in einem Puffer niedriger Ionenstarke 
auf einen speziell beschichteten Objekttrager (oder Deckglas, was im folgenden auch als 
Objekttrager bezeichnet werden soil) aufgebracht, der das chemisch markierte 3 1 Ende 
jeder DNA-Kette binden ("ankleben") kann. Der Losung wird nun eine immobilisierende 
Komponente zugegeben, die nach einer bestimmten Zeit eine Aushartung der DNA- 
Ketten in Losung bewirkt. Der Objekttrager wird mit einem (unbeschichteten) Deckglas 
abgedeckt und versiegelt, wobei der Abstand von Objekttrager zum Deckglas mit einem 
geeigneten "Spacer" (z.B. einer dunnen Membran) auf einen wohldefinierten Wert ein- 
gestellt werden kann. Der so versiegelte Objekttrager wird einem geeigneten homoge- 
nen, statischen elektrischen Feld ausgesetzt, welches die elektrisch geladenen Basen aus- 
richtet. Die Polung des elektrischen Feldes (beispielsweise des eines Kondensators) muB 
hierbei so angelegt sein, daB bei negativ (positiv) geladenen Basen die Kathode (Anode) 
bei dem beschichteten Objekttrager (mit den "angeklebten" 3* Enden) und die Anode 
(Kathode) bei dem unbeschichteten Deckglas liegt. Die elektrischen Feldlinien verlaufen 
senkrecht zur Objekttrageroberflache und die Starke des elektrischen Feldes wird ausrei- 
chend hoch gewahlt, um eine Ausrichtung der DNA-Ketten in der Losung zu bewirken. 
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Nachdem die so ausgerichteten DNA-Ketten in dem Zwischenraum Objekttrager - 
Deckglas immobilisiert sind, werden sie mit dem mehrdimensionalen Wellenfeldmikro- 
skop wie vorstehend beschrieben aufgenommen bzw. vermessen. 

Soil die Orientierung der DNA-Ketten wahrend der mikroskopischen Aufhahme erfol- 
gen, wird das oben beschriebenen elektrische Feld erfindungsgemaB nach dem folgenden 
Verfahren aufgebaut: 

Der beschichtete Objekttrager ist ein elektrisch leitender Spiegel hinreichender Planitat. 
Die Losung der DNA-Ketten (niedrige Ionenstarke) ist geeignet viskos und es werden 
keine immobilisierenden Komponenten der Losung zugegeben. Auch hier wird wieder 
(ggf unter Verwendung eines geeigneten Spacers) ein Deckglas aufgebracht und versie- 
gelt. Das Wellenfeld wird nun mit nur einem Objektiv in Verbindung mit dem Spiegel 
erzeugt, wobei das aus dem Objektiv austretende Anregungslicht vom Spiegel reflektiert 
wird und sich ein eindimensionales Wellenfeld (parallel zur Fokalebene oder zur Spiege- 
loberflache) ausbildet. Das Anlegen einer positiven (negativen) Spannung bei der Ver- 
wendung von negativ (positiv) geladenen Basen bewirkt ebenfalls eine Ausrichtung der 
DNA-Ketten senkrecht zur Oberflache des Spiegels, also entlang der optischen Achse 
des Mikroskops und die nun wie vorstehend beschrieben sequenziert werden konnen. 
Auch bei diesem Verfahren mufi die Starke des elektrischen Feldes groB genug sein, urn 
die Ausrichtung der DNA-Ketten zu bewirken; thermische Bewegungen der Molekule 
konnen z.B. durch Temperaturerniedrigung reduziert werden 

Analog diesem Beispiel kann mit beliebigen anderen linearisierten Makromolekulen 
verfahren werden. 

BEISPIEL 5: Mehrdimensionales Wellenfeldmikroskop Typ II mit lateraler raum- 
lich moduiierter Fluoreszenzanregung 

Das mehrdimensionale Wellenfeldmikroskop Typ II umfaBt in der Raumrichtungen x eine 
reelle Beleuchtungsquelle fiir koharenzfahige Lichtstrahlen, einen Strahlteiler zur Aus- 
kopplung von Teilstrahlen als virtuelle Beleuchtungsquelle, und ein erstes Objektiv, das 
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diesen beiden Beleuchtungsquellen zugeordnet ist. In dieses erste Objektiv werden die 
Lichtstrahlen bzw. Lichtwellenzuge der Beleuchtungsquellen derart eingekoppelt, daB sie 
auf der hinteren, dem Objektraum abgewandten Fokalebene (diese Ebene wird auch 
"back focal plane" genannt.) zwei voneinander beabstandete Fokuspunkte erzeugen bzw. 
aufweisen und in dem Raum zwischen den beiden Fokalebenen in einem bestimmten 
Winkel aufeinander zu verlaufen und zu einem eindimensionalen stehenden Wellenfeld 
interferieren: 

Fokussiert man einen Lichtstrahl (Lichtwellenzug) mit einem geeigneten Abstand zur 
optischen Achse in diese Fokalebene, (die optische Achse steht senkrecht auf der Foka- 
lebene und verlauft durch deren Mittelpunkt) so verlaflt im Objektraum ein paralleles 
Lichtbiindel mit ebenen Wellenfronten das Objektiv, und zwar unter einem bestimmten 
Winkel zur optischen Achse. Dieser Winkel ist variabel einstellbar, je nach dem, mit wel- 
chem Abstand zu optischer Achse die Lichtstrahlen in das Objektiv eingekoppelt werden 
und um welche Art von Objektiv es sich handelt. 

Koppelt man den zweiten Lichtstrahlen (Lichtwellenzuge) unter einem solchen Winkel zu 
dem ersten und zur optischen Achse in dasselbe Objektiv ein, daB sein Fokuspunkt auf 
der hinteren Fokalebene diametral gegenuber dem Fokuspunkt des ersten Lichtstrahls 
liegt, daB also Fokuspunkt 1 — optische Achse — Fokuspunkt 2 eine Linie auf der hin- 
teren Fokalebene bilden, entsteht in dem Raum zwischen den beiden Fokalebenen ein 
zweites paralleles Lichtbundel mit ebenen Wellenfronten, das in einem bestimmten Win- 
kel zu dem ersten verlauft und mit diesem im Objektraum zu einem eindimensionalen 
stehenden Wellenfeld mit Streifen maximaler Lichtintensitat interferiert. 

Dem ersten Objektiv ist ein zweites Objektiv mit Abstand spiegelbildlich gegenuber an- 
geordnet, so daB diese beiden Objektive auf zwei gegenuber liegenden Seiten des drei- 
dimensionalen Objektraums liegen. Diesem zweiten Objektiv ist eine dritte und eine 
vierte (reelle oder virtuelle) Beleuchtungsquelle flir koharenzfahige Lichtstrahlen so zu- 
geordnet, daB man die Lichtstrahlen beider Beleuchtungsquellen — wie fur das erste 
Objektiv beschrieben — auf die hintere, d.h. dem Objektraum abgewandte Fokalebene 
dieses zweiten Objektives fokussieren kann, in dem Raum zwischen den beiden Fokale- 
benen dieses zweiten Objektives zu einem eindimensionalen stehenden Wellenfeld inter- 
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ferieren lassen kann, und im Objektraum mit dem eindimensionalen stehenden Wellenfeld 
des ersten Objektives so zur Interferenz bringen kann, so daB ein dreidimensionales 
Wellenfeld entsteht, mit Punkten maximaler Intensitat, die sich im dreidimensionalen 
Raum fortsetzen. 

Fur die Erzeugung eines zweidimensionalen Wellenfeldes (d.h. Punkte maximaler Intensi- 
tat in einer Ebene), wird der beschriebene Aufbau insoweit abgewandelt, daB man 

entweder erstes und zweites Objektiv einsetzt, eines davon aber nur mit einer 
Beleuchtungsquelle kombiniert, 

oder man setzt nur ein einziges Objektiv ein und kombiniert dieses mit einer drit- 
ten Beleuchtungsquelle, deren koharenzfahige Lichtstrahlen man derart zu den Licht- 
strahlen der beiden anderen Beleuchtungsquellen in dieses einzige Objektiv einkoppelt, 
daB die korrespondierenden drei Fokuspunkte auf der Fokalebene ein gleichschenkliges 
Dreieck bilden, durch dessen Mittelpunkt die optische Achse verlauft. Im Objektraum 
verlassen alle drei Lichtstrahlen das Mikroskopobjektiv mit dem gleichen Winkel zur 
optischen Achse aber jeder in eine andere Richtung. 

Diese Variante des erfindungsgemaBen Wellenfeldmikroskops Typ II zur Erzeugung 
eines mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskops unter Verwendung eines einzigen Ob- 
jektivs kann auch zur Erzeugung eines dreidimensionalen Wellenfelds eingesetzt werden. 
Dazu lenkt man vier Lichtstrahlen in dasselbe Objektiv und zwar derart, daB die dazu 
korrespondierenden vier Fokuspunkte in der hinteren Fokalebene ein gleichseitiges Vier- 
eck bilden. 
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1 . Wellenfeldmikroskop mit einem Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem, das eine Be- 
leuchtungsquelle, ein erstes Objektiv und ein zweites Objektiv oder einen Reflektor 
umfaBt, wobei erstes Objektiv und zweites Objektiv oder Reflektor derart zueinander 
angeordnet sind, daB sie zur Erzeugung eines eindimensionalen stehenden Wellenfeldes 
geeignet sind, mit einem Objektraum, der Halte und Manovriervorrichtung(en) fur ein 
Objekt umfaBt, und mit einem Detektionssystem, das ein Objektiv, ein Okular und ei- 
nen Detektor umfaBt, dadurch gekennzeichnet, 

daB das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem in zwei oder alien drei Raumrichtun- 
gen wenigstens eine reelle oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige Licht- 
strahien und wenigstens einen Reflektor oder Strahlteiler zur Auskopplung von Teil- 
strahlen oder eine weitere Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige Lichtstrahlen umfaBt, 
denen jeweils wenigstens ein Objektiv zugeordnet ist, und die jeweils zur Erzeugung 
von Lichtwellenzligen geeignet sind, wobei die Lichtwellenzuge der einen Beleuch- 
tungsquelle antiparallel oder in variabel einstellbaren Winkeln zu den Lichtwellenziigen 
des Reflektors bzw. der anderen Beleuchtungsquelle ausgerichteten sind, derart, daB 
die von der einen Beleuchtungsquelle ausgesendeten Lichtwellenzuge mit denen des 
Reflektors bzw. der anderen Beleuchtungsquelle zu einem stehenden Wellenfeld mit 
ebenen Wellenfronten interferieren, 

und daB das Detektionssystem wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeig- 
netes und/oder wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detektionsob- 
jektiv vorzugsweise hoher numerischer Apertur, welches mit seiner optischen Achse 
senkrecht zu den Wellenfronten eines der interferierenden Wellenfelder angeordnet ist, 
umfaBt, das auch mit einem Objektiv des Anregungssystems identisch sein kann, wobei 
dem zur epifluoreszenten Detektion geeigneten Detektionsobjektiv ein flachiger 
(zweidimensionaler) Detektor, z.B. eine Kamera vorgeordnet ist, und dem zur rastern- 
den Punktdetektion geeigneten Detektionsobjektiv wenigstens eine feststehende kon- 
fokale Detektionsringblende und/oder -lochblende und/oder wenigstens ein fest- 
stehender Detektionsschlitz vorgeordnet und ein Punktdetektor, insbesondere ein 
Photomultiplier, eine Photodiode oder eine Diodenarray nachgeordnet ist. 
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2. Wellenfeldmikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dafl in wenigstens einer Raumrichtung einem Objektiv hoher numerischer Apertur ein 
Objektiv niedriger numerischer Apertur oder ein Reflektor zugeordnet ist, und in einer 
oder beiden anderen Raumrichtung(en) entweder zwei Objektive niedriger numerischer 
Apertur oder ein Objektiv niedriger numerischer Apertur und ein Reflektor einander 
zugeordnet sind. 



3 . Wellenfeldmikroskop mit einem Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem, das eine Be- 
leuchtungsquelle und ein Objektiv umfaBt, die derart zueinander angeordnet sind, dafl 
sie zur Erzeugung eines stehenden Wellenfeldes geeignet sind, mit einem Objektraum, 
der Halte- und Man6vriervorrichtung(en) fur ein Objekt umfaflt, und mit einem Detek- 
tionssystem, das ein Objektiv, ein Okular und einen Detektor umfaflt, dadurch gekenn- 
zeichnet, 

dafl das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem in wenigstens einer der drei Raum- 
richtungen wenigstens eine reelle oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige 
Lichtstrahlen und wenigstens einen Strahlteiler zur Auskopplung von wenigstens einem 
Teilstrahl aufweist, denen ein gemeinsames Objektiv zugeordnet ist, in das die Licht- 
strahlen bzw. Lichtwellenzuge der Beleuchtungsquelle(n) und des/der Strahlteiler(s) 
derart einkoppelbar sind, dafl sie auf der hinteren (dem Objektraum abgewandten) Fo- 
kalebene zwei voneinander beabstandete Fokuspunkte aufweisen und in dem Raum 
zwischen den beiden Fokalebenen in variabel einstellbarem Winkel zueinander verlau- 
fen und zu einem eindimensionalen stehenden Wellenfeld interferieren, 

und dafl das Detektionssystem wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeig- 
netes und/oder wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detektionsob- 
jektiv vorzugsweise hoher numerischer Apertur umfaBt, das auch mit einem Objektiv 
des Anregungssystems identisch sein kann, wobei dem zur epifluoreszenten Detektion 
geeigneten Detektionsobjektiv ein flachiger (zweidimensionaler) Detektor, z,B. eine 
Kamera vorgeordnet ist, und dem zur rasternden Punktdetektion geeigneten Detekti- 
onsobjektiv wenigstens eine feststehende konfokale Detektionsringblende und/oder 
-lochblende und/oder wenigstens ein feststehender Detektionsschlitz vorgeordnet und 
ein Punktdetektor, insbesondere ein Photomultiplier, eine Photodiode oder eine Di- 
odenarray nachgeordnet ist 
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4. Wellenfeldmikroskop nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 

dafl das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem in derselben oder einer oder beiden an- 
deren Raumrichtung(en) jeweils wenigstens eine weitere reelle oder virtuelle Beleuch- 
tungsquelle fur koharenzfahige Lichtstrahlen und/oder wenigstens einen Strahlteiler zur 
Auskopplung von wenigstens einem Teilstrahl aufweist, dem/denen jeweils ein weiteres 
Objektiv zugeordnet ist, durch das der/die Lichtstrahlen (Lichtwellenziige) in den Ob- 
jektraum gelenkt und derart ausgerichtet sind, daB sie mit den Lichtstrahlen aus dersel- 
ben oder aus der /den beiden anderen Raumrichtung(en) bzw. dem von diesen gebilde- 
ten ein- oder zweidimensionalen Wellenfeld zu einem zwei- bzw. dreidimensionalen 
Wellenfeld interferieren. 

5. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Objektraum eine Objekthalterung umfaBt, in bzw. an der das Objekt mit den 
MeBstrukturen und/oder gegebenenfalls Kalibriertarget(s) urn eine oder zwei orthogo- 
nal zueinander verlaufende Achsen drehbar in dem Wellenfeld gelagert ist, wobei fur 
wenigstens eine Achse eine Drehbarkeit um 360-Grad (2n) bevorzugt ist. 

6. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 

daB die das mehrdimensionale Wellenfeld erzeugende(n) Beleuchtungsquellen und/oder 
der/die Reflektoren und/oder der/die Strahlteiler und/oder das/die Objektiv(e) und 
damit das mehrdimensionale Wellenfeld um eine oder zwei orthogonal zueinander ver- 
laufende Achsen drehbar ist/sind. 

7. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 

daB im Detektionssystem ein Scannerspiegel vorgesehen und derart angeordnet ist, daB 
er zur Abbildung der lateralen Objektbereiche mit der gewiinschten, vorzugsweise ma- 
ximalen Fluoreszenzintensitat geeignet ist. 
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8. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Beleuchtungssystem in wenigstens einer der drei Rautnrichtungen eine reelle 
Beleuchtungsquelle fur die Zwei- oder Mehrphotonenanregung und in einer oder beiden 
anderen Raumrichtung(en) eine reelle und/oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur die 
Zwei- oder Mehrphotonenanregung umfafit, und daB die damit erzeugten stehenden 
Wellenfelder (WFi ,WF 2 , . . . , WFj) voneinander verschiedene Wellenlangen (k u ^2 ■ . 
X t ) und Distanzen (di, d 2 , • - , di) zwischen den jeweiligen Wellenmaxima bzw. Wei- 
lenminima von di = X\l 2n cos9i bzw. d 2 = X 2 / 2n cos9 2 bzw. di = XJ 2n cos9j auf- 
weisen (mit: n = Brechungsindex im Objektraum, 9 t , 9 2 ,. . . 9; = Kreuzungswinkel des 
Lichtwellenzugs der Wellenlange X u ^2 . . . X mit der optischen Achse), und wobei die 
Wellenfelder WFt,WF 2 . . Wi derart zueinander ausgerichtet sind, daB sich mindestens 
ein Maximum zweier oder aller stehenden Wellen an derselben Stelle (namlich dem Ort 
einer Mehrphototonenanregung) befindet. 

9. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine Anordnung aus Beleuchtungsquelle, Objektiv und einem elektrisch leitenden 
Spiegel, die zur Erzeugung eines eindimensionalen, elektrischen Wellenfeldes geeignet 
ist, relativ zur Objekttragerhalterung vorgesehen ist, und zwar. derart, daB die in dem 
Objekt befindlichen MeBstrukturen und/oder Kalibriertargets durch Anlegen des elek- 
trischen Feldes — vor oder wahrend des mikroskopischen MeBvorgangs — ausrichtbar 
sind. 

10. Wellenfeldmikroskopieverfahren zur DNA-Sequenzierung unter Verwendung eines 
Wellenfeldmikroskops nach einem der Anspriiche 1 bis 9, gekennzeichnet durch fol- 
gende Verfahrensschritte: 

es werden alle komplementaren Subsequenzen der zu analysierenden DNA-Sequenz 
derart hergestellt, daB alle Subsequenzen am selben Nukleotid der zu analysierenden 
Sequenz beginnen, 

die zu analysierenden Bruchstucke werden alle am 3'-Ende mit einem Bezugsfluoro- 
chrommarker a und am S'-Ende und/oder an definierten Zwischenstellen mit einem 
Fluorochrommarker a, g, c,oder t — je nachdem ob das Nukleotid die Base Adenin 
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(Marker a), Guanin (Marker g), Cytosin (Marker c) oder Thymin (Marker t) tr&gt — 
markiert, wobei die Fluorochrommarker a, g, c, t und a verschiedene spektrale Signa- 
tur aufweisen, und jeweils ein oder mehrere Fluorochrommolekiile enthalten, 

die markierten DNA-Subsequenzen werden derart auf Trager fixiert, dafl sie als li- 
neare Sequenz vorliegen, und in ein mehrdimensionales Wellenfeldmikroskop einge- 
bracht, wobei die linearen DNA-Subsequenzen so zu den stehenden Wellenfronten ori- 
entiert werden, dafi eine exakte Abstandsmessung (Genauigkeit <1*10" 10 m) zwischen 
a und a bzw. g, c oder t nach Bestimmung der Intensitatsbaryzentren und Kalibrierung 
der Abbildungseingenschaften durchfiihrbar ist, 

indem die Signale der Fluorochrommarker schrittweise, spektral getrennt voneinan- 
der registriert werden, 

und aus den Abstanden der fluoreszenten Markern und ihrer spektralen Signatur die 
DNA-Basensequenz des zu analysierenden DNA-Stiickes bestimmt wird. 



1 1 . Kalibrierverfahren fur die mehrdimensionale Wellenfeldmikroskopie nach einem der 
Anspriiche 1 bis 10, bei dem 

vor, wahrend oder nach der Preparation des betrefFenden Objekts auf einem bzw. 
in einem Objekthalter, insbesondere Objekttragerplattchen, Objekttragerfaser, Objekt- 
tragerkapillare oder Objekttragerflussigkeit, die zu untersuchenden bzw, zu ortenden 
Objektstrukturen — ist gleich MeBstrukturen — mit FluoreszenzfarbstofFen verschie- 
dener oder gleicher spektraler Signatur markiert werden, wobei zumindest solche zu 
ortenden MeBstrukturen, deren Abstand voneinander geringer ist als die Halbwertsbrei- 
te des Hauptmaximums der efFektiven Punktbildfunktion, mit FluoreszenzfarbstofFen 
verschiedener spektraler Signatur markiert werden, 

mit den gleichen FluoreszenzfarbstofFen Kalibriertargets definierter GroBe und 
raumlicher Anordnung markiert werden, 

die fluoreszierenden Kalibriertargets entweder zusammen mit den Objekten bzw. 
MeBstrukturen oder separat auf bzw. in dem/ einem Objekthalter prapariert werden, 

MeBstrukturen und Kalibriertargets unter ubereinstimmenden Bedingungen, 
gleichzeitig oder nacheinander mikroskopisch untersucht werden, 

und bei dem jeweils zwei definierte Kalibriertargets verschiedener spektraler Si- 
gnatur unter Beriicksichtigung des wellenlangenabhangigen Abbildungs- und Lokalisa- 
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tionsverhaltens des jeweiligen optischen Systems vermessen werden, die dabei ermittel- 
ten Messwerte — gleich Ist-Werte — mit den vorbekannten tatsachlichen Distanz- 
werten — gleich Soll-Werten — verglichen werden, und aus der Differenz zwischen 
Ist-Werten und Soll-Werten ein Korrekturwert — ist gleich Kalibrierwert — bestimmt 
wird, mit dem der durch das optische System bedingte Versatz in der Detektion unter- 
schiedlicher Emissionsloci, insbesondere der MeBstrukturen, korrigiert wird. 
dadurch gekennzeichnet, 

daB das biologische Objekt mit den fluorochrommarkierten MeBstrukturen 
und/oder fluorochrommarkierten Kalibriertarget(s) sequentiell oder simultan mit ein- 
zelnen (separaten), in zwei oder drei Raumrichtungen orthogonal zueinander verlau- 
fenden, stehenden und zu einem zwei- oder dreidimensionalen WeUenfeld miteinander 
interferierenden Wellenfeldern beleuchtet wird, wobei die Fluorochrome zur Fluores- 
zenzemission angeregt werden, 

daB zur Detektion der Fluoreszenzintensitat eine Kamera und/oder eine oder 
mehrere zweidimensionale Anordnung(en) aus Einzeldetektoren mit jeweils kreis-, 
ring- oder schlitzformiger Blende oder eine Anordnung von mehreren kreis-, ring- oder 
schlitzfdrmigen Blenden verwendet wird/werden, 

daB entweder das Objekt mit den MeBstrukturen und/oder Kalibriertarget(s) oder 
das ein- bzw. zweidimensionale Wellenfeld oder beides wahrend des MeBvorgangs 
schrittweise um eine oder zwei orthogonal zueinander verlaufende Achsen gedreht 
wird, wobei die fluorochrommarkierten MeBstrukturen und/oder Kalibriertargets se- 
quentiell oder simultan mit einem oder zwei einzelnen, orthogonal zueinander stehen- 
den Wellenfeldern beleuchtet werden. 
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(57) Abstract 

The invention relates to two new wave field microscopes (type I and type II) characterized in that they each have a stimulation and 
illumination system comprising at least one real and one virtual light source and at least one lens (in the case of type II) or two lenses (in the 
case of type I). The light sources and lens(es) are positioned in relation to each other in such a way that they are suitable for generating one, 
two or three-dimensional wave fields in the object space. The calibration method provided for in the invention has been adapted to these 
wave field microscopes and allows for geometrical distance measurements between fluorochrome-marked object structures the distance of 
which can be less than the half-intensity width of the principal maximum of the effective point image function. The invention also relates 
to a method for DNA sequencing by wave field microscopy. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft zwei neue Wellenfeldmikroskope Typ I und Typ II, die sich dadurch auszeichnen, daB sie jeweils ein Anregungs- 
und Beleuchtungssystem umfassen, das wenigstens eine reelle und eine virtuelle Beleuchtungsquelle und wenigstens ein Objektiv (im Fall 
von Typ II) bzw. zwei Objektive (im Fall von Typ I) umfaBt, wobei Beleuchtungsquellen und Objektiv (e) derart zueinander angeordnet sind, 
daB sie zur Erzeugung von ein-, zwei-, und dreidimensionalen stehenden Wellenfeldem im Objektraum geeignet sind. Das erfindungsgemaBe 
Kalibrierverfahren ist an diese Wellenfeldmikroskope angepafitund erlaubt geometrische Distanzmessungen zwischen fluorochrommarkierten 
Objektstrukturen, deren Distanz geringer als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der effektiven Punktbildrunktion sein kann. Die 
Erfindung betrifft auBerdem ein Verfahren zur wellenfeldmikroskopischen DNA-Sequenzierung. 
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Wellenfeldmikroskop, 
Wellenfeidmikroskopieverfahren, auch zur DNA-Sequenzierung, 
und Kalibrierverfahren fur die Wellenfeldmikroskopie 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Wellenfeldmikroskop mit einem Beleuchtungs- bzw. Anre- 
gungssystem, das wenigstens eine reelle und eine virtuelle Beleuchtungsquelle und we- 
nigstens ein Objektiv umfaBt, wobei Beleuchtungsquellen und Objektiv (e) derart zuein- 
ander angeordnet sind, dafl sie zur Erzeugung eines eindimensionalen stehenden Wellen- 
feldes geeignet sind, mit einem Objektraum, der Halte und Mandvriervorrichtung(en) fiir 
ein Objekt umfaBt, und mit einem Detektionssystem, das ein Objektiv, ein Okular und 
einen Detektor umfaBt, sie betrifft auBerdem ein daran angepaBtes Kalibrierverfahren fiir 
geometrische Distanzmessungen zwischen fluorochrommarkierten Objektstrukturen, 
deren Distanz geringer als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der effektiven 
Punktbildfonktion sein kann, und sie betrifft ein darauf aufbauendes Verfahren zur wel- 
lenfeldmikroskopischenDNA-Sequenzierung. 

Stand der Technik 

Durch den Einsatz hochspezifischer Marker, wie z.B. DNA-Proben oder Protein- 
Sonden, ist es moglich, in biologischen (Mikro-)Objekten, insbesondere in Zellen, Zell- 
kernen, Zellorganellen oder auf Chromosomen, - im folgenden vereinfacht Objekt ge- 
nannt — nahezu beliebig kleine (Sub-)Strukturen zu markieren. Es konnen Strukturen in 
Dimensionen von einigen fim (1CT 6 m) bis zu wenigen zehn nm (10" 9 m) spezifisch dar- 
gestellt werden. Die Marker sind ublicherweise mit Fluorochromen oder auch kolloidalen 
Mikro(gold-)partikel gekoppelt, urn ihre optische Detektion und Abbildung zu erleich- 
tern bzw. iiberhaupt erst zu ermoglichen. 

Urn zwei Marker innerhalb desselben Objekts separat voreinander detektieren zu konnen, 
sind die betreffenden Marker haufig mit verschiedenfarbigen Fluorochromen gekoppelt. 
Das zur Verfugung stehende Farbemissionsspektrum der ublicherweise verwendeten 
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Fluorochrome reicht von tiefblau uber griin, rot bis in den infraroten Spektralbereich. Es 
konnen aber auch Fluorochrome verwendet werden, die sich weder in ihrem Anregungs- 
spektrum noch in ihrem Fluoreszenzspektrum unterscheiden, sondern bei denen die Le- 
bensdauer ihrer Fluoreszenzemission als Parameter zur Unterscheidung genutzt wird. 
Letztere haben den Vorteil, daB wellenlangenabhangige fokale Shifts nicht auftreten. 
Fluorochrome konnen auch ein unterschiedliches Emissionsspektrum haben und damit 
verschiedene spektrale Signatur besitzen, aber mit derselben Photonenenergie anregbar 
sein, z.B, durch Mehrphotonenprozesse. Auch in diesem Fall konnen wellenlangen- 
abhangige fokale Shifts in der Anregung zwischen Fluorochromen verschiedener spektra- 
ler Signatur vermieden werden. 

Die vorstehend genannten, an spezifische (Sub-)Strukturen in biologischen Mikroobjek- 
ten bindbaren bzw. gebundenen Fluorochrome werden im folgenden als Fluoreszenz- 
marker bezeichnet 

Stimmen Anregungsspektrum und/oder Emissionsspektrum und/oder die Fluoreszenzle- 
bensdauern zweier Fluoreszenzmarker uberein, so haben diese Fluoreszenzmarker hin- 
sichtlich des betreffenden Parameters die gleiche spektrale Signatur. Unterscheiden sich 
die Fluoreszenzmarker in einem oder mehreren fur die Messung relevanten Parametern, 
so habe sie unterschiedliche spektrale Signatur. 

Unter Fluoreszenz wird im folgenden jede Photonenwechselwirkung verstanden, bei der 
zwischen dem Anregungsspektrum und dem Emissionsspektrum desselben Stoffes Un- 
terschiede auftreten, die nicht auf monochromatische Absorption oder Streuung zuriick- 
gefiihrt werden konnen. Dies schlieBt insbesondere auch Mehrphotonenwechsel- 
wirkungen ein, bei denen die Anregungswellenlangen groBer sein konnen als die Emis- 
sionsweilenlangen. 

Ferner wird hier der BegrifF Fluoreszenz auch fur die eng damit verwandten Phanomene 
der Lumineszenz, insbesondere die Phosphoreszenz verwendet. Dies schlieBt insbesonde- 
re langere mittlere Fluoreszenzlebensdauern ein, z.B. Fluoreszenzlebensdauern im Be- 
reich von bis zu mehreren oder vielen msec (Millisekunden). Im folgenden werden die 
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eng verwandten Vorgange der Lumineszenz, Phosphoreszenz und Fluoreszenz als glei- 
chermafien erfindungsrelevant angesehen. 

Die Detektion und Abbildung von Fluoreszenzmarker in ausgedehnten biologischen Ob- 
jekten und die quantitative Lokalisation beziiglich definierter Objektpunkte 
/Objektstrukturen (Distanz- und Winkelmessungen) wird mit lichtmikroskopischen MeB- 
verfahren durchgefiihrt Hierbei spielt die sog. "Punktbildfunktion" (point spread functi- 
on =PSF) oder "Punktantwort" des verwendeten Mikroskops oder allgemein des opti- 
schen Systems, d.h. dessen Fahigkeit, von einem "ideal punktf6rmigen M Objekt ein eben- 
so ideal punktformiges Abbild zu erzeugen, eine entscheidende Rolle. Die Punktbild- 
funktion ist ein charakteristisches Merkmal einer jeden abbildenden Optik und ein MaB 
fur deren Qualitat. 

Distanzmessungen zwischen Objektstrukturen hangen wesentlich von der efFektiven — 
d.h. der lokal im markierten Objektpunkt gegebenen — Punktbildfunktion ab. Diese ef- 
fektive Punktbildfunktion wiederum hangt stark von der jeweiligen lokalen Brechzahl 
und der Absorption im Objekt, im Einbettungsmedium des Objektes, in der Immersions- 
flussigkeit und gegebenenfalls in den Deckglasern ab. 

Die effektive Punktbildfunktion unterscheidet sich im allgemeinen deutlich von der fur 
das verwendete Mikroskop berechneten Punktbildfunktion. Auch die unter technisch 
optimierten Randbedingungen gemessenen Punktbildfiinktionen unterscheiden sich in der 
Regel von den unter praktischen Routinelaborbedingungen in biologischen Objekten er- 
zdelbaren effektiven Punktbildfiinktionen. 

Da diese efiFektiven Punktbildfiinktionen meist nicht zur Verfiigung stehen, greift man zur 
Kalibrierung der Distanzmessungen auf ideale, berechnete Ergebnisse zuriick bzw. auf 
Kalibrierungsmessungen, die unter Standardbedingungen durchgefuhrt wurden, wie z.B. 
Reflexionsverfahren. Beide Verfahren gehen jedoch zu Lasten der Prazision bei der 
dreidimensionalen Distanzmessung in biologischen Mikroobjekten, und die Folge ist eine 
erhebliche Unsicherheit in der Bestimmung der tatsachlichen raumlichen Distanz zwi- 
schen den Objektstrukturen; bei biologischen Objekten beinhalten solche quantitativen 
GrdBenabschatzungen Unsicherheiten von bis zu mehreren Mikrometern. 
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Bis in die jungste Zeit herrschte in der Fachwelt die praktisch einhellige Uberzeugung, 
daB zwei Objektstrukturen nur dann separiert werden konnen, wenn sie mindestens eine 
Halbwertsbreite des Hauptmaximums der effektiven Punktbildfunktion von einander 
entfernt sind. 

Erst 1996 gelang es den Urhebern der vorliegenden Erfindung, ein Kalibrierverfahren fur 
die Fernfeldmikroskopie (und auch die FluBfluorometrie) bereitzustellen, mit dem es 
moglich ist, Distanzmessungen zwischen Objektstrukturen, deren Abstand voneinander 
geringer ist als das Auflosungsvermogen des betreffenden Fernfeldmikroskops, d.h. die 
weniger als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der effektiven Punktbildfunktion 
voneinander entfernt liegen, unabhangig von der Lage der betreffenden Objektstrukturen 
im dreidimensionalen Raum, mit hoher Genauigkeit durchzufiihren. 
Dieses Verfahren umfaBt die folgenden Schritte : 

• Vor, wahrend oder nach der Preparation des betreffenden Objekts auf bzw. in einem 
Objekthalter, insbesondere Objekttragerplattchen, Objekttragerfaser/-kapillare oder 
Objekttragerflussigkeit, werden die zu untersuchenden bzw. zu ortenden Strukturen 
(MeBstrukturen) mit Fluoreszenzfarbstoffen verschiedener und/oder gleicher spektra- 
ler Signatur markiert, d.h. solche zu ortende Strukturen (MeBstrukturen), die sich in 
unmittelbarer Nahe zueinander, namlich innerhalb der Halbwertsbreite des Hauptma- 
ximums ihrer effektiven Punktbildfunktion, befinden, werden mit Fluoreszenzfarbstof- 
fen verschiedener spektraler Signatur markiert, wahrend solche MeBstrukturen, deren 
Abstand voneinander groBer ist als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der ef- 
fektiven Punktbildfunktion, mit Fluoreszenzfarbstoffen verschiedener oder gleicher 
spektraler Signatur markiert werden. Zwei zu ortende MeBstrukturen diirfen immer 
dann mit der gleichen spektralen Signatur markiert sein, wenn sie z.B. durch ihre rela- 
tive Lage oder durch andere Kriterien eindeutig identifiziert werden konnen. 

• Mit den gleichen Fluoreszenzfarbstoffen werden Kalibriertargets definierter GroBe 
und raumlicher Anordnung markiert, 

• die fluoreszierenden Kalibriertargets werden entweder zusammen mit den Objekten 
oder separat auf bzw. in dem bzw. einem Objekthalter (Objekttragerplattchen, Objekt- 
tragerfaser/-kapillare, Objekttragerflussigkeit o.a.) prapariert. 
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• (Untersuchungs-)Objekt und Kalibriertargets werden unter iibereinstimmenden Be- 
dingungen, gleichzeitig oder nacheinander mikroskopisch oder fluBfluorometrisch 
untersucht. 

• Jeweils zwei definierte Kalibriertargets verschiedener spektraler Signatur werden un- 
ter Benicksichtigung des wellenlangenabhangigen Abbildungs- und Lokalisations- 
verhaltens des jeweiligen optischen Systems (Mikroskop oder FluBfluorometer) ver- 
messen, die dabei ermitteiten MeBwerte gleich Ist-Werte werden mit den vorbekann- 
ten tatsachlichen Distanzwerten gleich Soll-Werten (d.h. den aufgrund der Geometrie 
berechneten Soll-Lokalisationen) verglichen, und die Differenz zwischen Ist-Werten 
und Soll-Werten, namlich der Kalibrierwert, wird zur Korrektur des durch das opti- 
sche System bedingten Versatzes in der Detektion unterschiedlicher Emissionsloci 
insbesondere der MeBstrukturen verwendet. 

Mit anderen Worten: Die Distanzmessung zwischen den (je nach Abstand voneinander) 
mit verschiedenen oder gleichen spektralen Signaturen markierten Objekt-(Sub-) Struk- 
turen - im folgenden auch MeBstrukturen genannt - wird anhand der hochprazisen Loka- 
lisation unabhangiger (Kalibrier-)Targets mit entsprechend spektraler Signatur und mit 
bekannter GroBe und raumlicher Anordnung, unter Benicksichtigung des wellenlangen- 
abhangigen Abbildungs- und Lokalisationsverhaltens des jeweiligen optischen Systems 
durchgefiihrt, wobei die Kalibriermessung zwischen den (Kalibrier-) Targets und die 
Messung im biologischen Objekten unter gleichen System- und Randbedingungen statt- 
findet. Diese Kalibriertargets haben dieselbe oder eine hohere Multispektralitat wie die zu 
messenden (Objekt-)Strukturen. Sie konnen direkt in den biologischen Objekten ange- 
ordnet sein, oder als separate Praparate auf einem Objekthalter (Objekttragerplattchen 
oder Objekttragerfaser/-kapillare oder Objekttragerflussigkeit o.a.) vorliegen oder Teil 
eines Objekthalters sein. 

Zwei oder mehrere fluoreszierende MeBstrukturen in intakten, dreidimensionalen biolo- 
gischen Objekten, deren Abstand und Ausdehnung kleiner als die Halbwertsbreite des 
Hauptmaximums der efFektiven Punktbildfunktton ist, konnen aufgrund ihrer unter- 
schiedlichen spektralen Signatur (Fluoreszenzabsorptionswellenlangen und/oder Fluores- 
zenzemissionswellenlangen und/oder Fluoreszenzemissionslebensdauern) diskriminiert 
werden, d.h. ihr Abstand untereinander kann bestimmt werden. 
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Die Abstandsmessung wird auf die Lokalisation der einzelnen MeBstrukturen reduziert 
und kann — nun auch in der optischen Fernfeldmikroskopie oder FluBfluorometrie — 
mit einer wesentlich hoheren Genauigkeit als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums 
der Punktbildfiinktion durchgefuhrt werden. Die Lokalisation des Schwerpunkts der be- 
trefFenden MeBstrukturen wird auf die Maximalintensitat ihres Fluoreszenzsignals ange- 
paflt. D. h. aus dem gemessenen (beugungsbegrenzten) Signals (=Intensitatskurve) eines 
Fluoreszenzpunktes (=fluoreszierende MeBstruktur) wird — unter Beriicksichtigung der 
Gesamtinformation aus Haupt- und Nebenmaxima — der Schwerpunkt (das Baryzen- 
trum) des Signals bestimmt und damit der Ort der MeBstruktur. Bei fehlerfreiem opti- 
schen System und infolgedessen idealer Symmetrie der gemessenen Intensitatsverteilung 
(=Verlauf der Intensitatskurve) kolokalisiert der Schwerpunkt (das Baryzentrum) der 
Intensitatskurve innerhalb der Lokalisationsgenauigkeit mit dem Hauptmaximum 
(^Maximum 0. Ordnung des Beugungsbildes) der gemessenen Intensitatsverteilung. 
Dieses neue Kalibrierverfahren erlaubt es mittels optischer Fernfeld-Mikroskopie wie 
z B. der Wellenfeldmikroskopie (oder auch mittels Scanning-FluBfluorometrie,) geome- 
trische Distanzen in biologischen Mikro-Objekten zu messen, wobei die zu bestimmen- 
den Distanzen geringer sein konnen als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der 
effektiven Punktbildfiinktion im Objekt. Da der Informationsgehalt der damit durchge- 
fiihrten Distanzbestimmungen einer bei erhohter Auflosung gewonnenen Distanzmessung 
entspricht, kann (und wird im folgenden) auch abkiirzend von " Auflosungsaquivalent" 
gesprochen werden. 

Die multispektrale Kalibrierung erlaubt es, in situ Messungen uber das Abbildungs- 
verhalten des Systems am konkreten biologischen Objekt durchzufiihren. Bei Verwen- 
dung der Fluoreszenzlebensdauer als alleinigem Parametertyp und/oder bei Anregung der 
Fluorochrome mit derselben bzw. denselben Photonenenergie(n) entfallt aufgrund der 
Kalibrierung die in situ Korrektur des chromatischen Versatzes in der Objektebene. Fur 
hochstauflosende Fernfeld-Mikroskoptypen wie z.B. das Wellenfeldmikroskop und bei 
Verwendung geeigneter Fluoreszenzmarker ermoglicht dieses Kalibrierverfahren drei- 
dimensionale geometrische Distanzmessungen in biologischen Objekten bis hinunter zu 
molekularer Prazision (d.h. Auflosungsaquivalent besser 10 nm). 
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Zur Ermittlung von 1st- und Sollwerten, zu deren Vergleich und zur Bestimmung des 
Korrekturwerts/Kalibrierwerts werden vorzugsweise die folgenden Verfahrensschritte 
durchgefuhrt: 

- ein oder mehrere Kalibriertargets B mit einem Abstand groBer als die Halbwertsbreite 
des Hauptmaximum der effektiven Punktbildfunktion vom Schwerpunkt der N MeB- 
strukturen wird/werden mit einer beliebigen spektralen Signatur markiert, 

- die Abstande d ik (i, k = 1 . . . N, i *k ) der Schwerpunkte der spektral getrennten Beu- 
gungsfiguren der N MeBstrukturen und die Abstande d B der N Mefistrukturen zum Kali- 
briertarget B werden gemessen, wobei automatisierte Verfahren der Bildanalyse ange- 
wendet werden, 

. fur eine MeBstruktur werden die Strecken d* und dm jeweils in der Ebene der 
schmalsten Punktbildfunktion sowie alle iibrigen Distanzen gemessen werden, wozu das 
Objekt axialtomographisch jeweils urn einen definierten Winkel <j) ro gedreht wird, 

- optische Aberrationen aus den Kalibrierungsmessungen werden korrigiert, und an die 
korrigierten gemessenen Abstande d* (<t>m ) und dm (<t> m ) wird jeweils eine Cosinus- 
funktion A* cos ( * m + 6 ik ) bzw. A B cos ( + » + 9 B ) mit geeigneter Phasenverschie- 
bung angepaBt, 

- die Maxima Ai k und A iB der Anpassungsfunktion von d* bzw. d B werden durch den 
VergroBerungsfaktor dividiert und als euklidischer Abstand Da bzw. D B der N MeB- 
strukturen untereinander bzw. der Abstande der MeBstrukturen zum Bezugspunkt B" 
bestimmt. 

Fur die Bestimmung der Maxima werden vorzugsweise zusatzlich die diesen entspre- 
chenden Minima des Abstandes z*, za in der zu der Ebene der d ik , dm orthogonalen Ebe- 
ne herangezogen und analog ausgewertet. 

Die Ermittlung aUer Koordinaten der N MeBstrukturen und ihrer Relativkoordinaten zum 
Bezugspunkt B, d.h. die Ermittlung der Positionen x i( y*, Zj und Xfc, y k , Zk bzw. der Ab- 
stande x k - x; , y k - y; , Zk - Zi und x B - Xi , y B - yi , z B - Zi , erfolgt erfindungsgemaB auf 
der Grundlage der mikroskopisch gemessenen 3D-Abstande D ik bzw. D s ,. vorzugsweise 
unter Verwednung des folgenden Gleichungssystems 
D 2 ik = (x k -x i ) 2 + (y k -y i ) 2 + (Zk-z i ) 2 
D 2 iB = (x B - X;) 2 + (y B - y;) 2 + (zb - Zi ) 2 
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D 2 kB = (x B - x k ) 2 + (ye - Yk) 2 + (zb - Zk) 2 

Zur Absicherung der ermittelten Meflergebnsisse sollte die vorstehend beschriebene 
Vorgehensweise fur mehrere Kalibriertargets B und die gleichen N MeBstrukturen 
durchgefuhrt werden. 

Die Koordinaten und Abstande der N MeBstrukturen kbnnen anhand der Schwerpunkte 
ermittelt werden, die sich aus Schwerpunktmittelungen der Messungen zu alien Bezugs- 
punkten ergeben. 

Insbesondere fur graphische Darstellungen werden die ermittelten Positionen x;, y;, z* und 
x B , Yb, zb vorzugsweise mit einer Punktbildfunktion gefaltet, die eine Halbwertsbreite 
mit dem jeweils erreichten Auflosungsaquivalent besitzt. 

Zur Fluorochrommarkierung von MeBstrukturen und Kalibriertargets werden vorzugs- 
weise solche Fluorochrome verwendet, die im ultravioletten, sichtbaren und/oder infraro- 
ten Lichtwellenlangenbereich angeregt werden konnen und die im ultravioletten, sichtba- 
ren und/oder infraroten Lichtwellenlangenbereich emittieren. 

Als Kalibriertargets konnen entweder biologische Kalibriertargets oder nicht-biologische 
bzw. synthetische Kalibriertargets eingesetzt werden. 

Bei den biologischen Kalibriertargets handelt es sich urn markierte Regionen des 
biologischen Objekts mit bekannter Distanz voneinander. Die Markierung(en) der betref- 
fenden Region(en) kann(konnen) beispielsweise mit geeigneten biochemischen Sonden 
durchgefuhrt werden. Die Verwendung solcher biologischer Kalibriertargets hat gegen- 
uber der Verwendung synthetischer Kalibriertargets, beispielsweise Kalibrierkugelchen, 
den praktischen Vorteil, daB bei der Kalibrierung neben den optischen Randbedingungen 
des Objektes zusatzlich praparativ bedingte RandefFekte in die Kalibrierung einflieBen, 
wie z.B. das Verhaltnis aus tatsachlichen Fluoreszenzsignal zu unspezifischem Hinter- 
grund (das durch automatische Bildanalysealgorithmen bestimmt wird). 

Als nicht-biologische bzw. synthetische Kalibriertargets eignen sich ganz beson- 
ders Mikrokugelchen, die die gleiche oder eine hohere multispektrale Signatur als die zu 
ortenden MeBstrukturen aufweisen. Sie werden wie die biologischen Objekte behandelt. 
Solche Kalibriertargets sind vorzugsweise auf Objekthaltern in definierter Raumanord- 
nung fixiert. Die Fixierung kann bereits bei der Fabrikation der betreffenden Objekttrager 
geschehen , was insbesondere fur die Routinebenutzung von Vorteil ist 
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Zur Behebung des bei alien bekannten Fernfeldmikroskopieverfahren bestehenden Pro- 
blems, dali die Breite des Hauptmaximums der Punktbildfimktion und damit die Auflo- 
sungsgrenze von der relativen Lage im Raum abhangt, d.h. z.B. senkrecht zur optischen 
Achse (= lateral) schmaler ist als in Richtung der optischen Achse (= axial ), kann das 
genannte Kalibrierverfahren sehr gut mit den im Stand der Technik bekannten sog. Mi- 
kroaxialtomographieverfahren kombiniert werden. Bei diesen Mikroaxialtomographiever- 
fahren werden die (biologischen) Objekte in Kapillaren oder auf Glasfasern angeordnet 
und im bzw. unter dem Mikroskop definiert urn eine Achse, die normalerweise senkrecht 
zur optischen Achse des Mikroskops steht, gedreht werden, wobei Abstandsmessungen 
in derjenigen Richtung durchgefiihit werden, die die schmalste Halbwertsbreite der ef- 
fektiven Punktbildfiinktion besitzt. 

Ein Fernfeld-Lichtmikroskopieverfahren, das sich fur die Detektion und Abbildung von 
insbesondere sehr kleinen, durch Fluoreszenzmarker kenntlich gemachte Substrukturen 
in biologischen Objekten besonders eignet, weil es gegenuber den bekannten Epifluores- 
zenzmikroskopieverfahren oder der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie den Vorteil 
aufweist, daB es auch in axialer Richtung - senkrecht zu den Wellenfronten - 
eine Tiefendiskriminierung und damit wesentlich verbesserte Auflosung ermoglicht (ihre 
Dimension kann bei hoher Numerischer Apertur wesentlich geringer als die Wellenlange 
des zur Anregung verwendeten Lichtes sein), ist das Wellenfeldmikroskopieverfahren. 

Bei der Wellenfeldmikroskopie, wie sie z.B. in der US-Patentschrift 4,621,91 1 
beschrieben ist, werden fluoreszierende bzw. lumineszierende Praparate im optischen 
Mikroskop mit einem stehenden Wellenfeld beleuchtet (Standing Wave Field Fluore- 
scence Microscopy, SWFM). Ein stehendes Wellenfeld entsteht (nur) dort, wo Licht 
koharenzfahig uberlagert wird. Die Praparate werden in einer Zone aquidistanter ebener 
Wellenfronten angeordnet und zur Fluoreszenz oder Phosphoreszenz angeregt. Der Ab- 
stand der Wellenfronten und ihre Phase konnen (insbesondere zur Bilderzeugung) vari- 
iert werden. Aus einzelnen optischen Schnitten kann durch Computer-Bildverarbeitung 
die dreidimensionale Verteilung der fluoreszenten bzw. lumineszenten Objektpunkte re- 
konstruiert werden. 
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Die ebenen Wellenfronten sind senkrecht zur optischen Achse des detektierenden Objek- 
tives angeordnet und werden durch koharente Uberlageaing zweier Laserstrahlen unter 
einem definierten Winkel 9 zur optischen Achse des Mikroskopsystems erzeugt, wobei 
der Winkel 6 den Abstand der Wellenfronten untereinander bestimmt — bei gegebener 
Wellenlange und Brechungsindex An Stelle von zwei sich kreuzenden Laserstrahlen 
kann das Wellenfeld auch dadurch erzeugt werden, daB ein Laserstrahl nach geeigneter 
Reflexion unter einem bestimmten Winkel (z.B. mit einem Spiegel) mit sich selbst zur 
Interferenz gebracht wird. Die ebenen Wellenfronten zeichnen sich dadurch aus, daB der 
Intensitatsverlauf in Richtung senkrecht zu den Wellenfronten (co)sinusformig ist. 
Die Fluoreszenz bzw. Lumineszenz wird entweder durch entsprechende optische Filter 
spektral diskriminiert und in verschiedenen Strahlengangen gefuhrt oder konfokal detek- 
tiert. Die erzielbare Auflosung, d.h. . die kleinste noch meBbare Distanz zwischen zwei 
punktfbrmigen Objektstrukturen, die mit Fluorochromen gleicher spektraler Signatur 
markiert sind, ist entweder durch das Abbe-Kriterium (= das Maximum 0. Ordnung des 
Beugungsbildes eines Punktobjektes ist im 1 . Minimum des Beugungsbildes eines zwei- 
ten Punktobjektes lokalisiert) oder durch die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der 
effektiven Punktbildfunktion gegeben. Sie hangt von der jeweiligen Wellenlange, der 
Numerischen Apertur des verwendeten Objektivs, sowie von den lokalen Brechzahlen 
der Objekte, des Einbettungsmediums, der eventuell verwendeten Deckglaser und der 
eventuell eingesetzter Immersionsflussigkeiten ab. 

Die bekannten Wellenfeldmikroskope sind im Prinzip wie folgt aufgebaut: Sie umfassen 

(I) ein Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem, bestehend aus 

wenigstens einer reellen und einer virtuellen Beleuchtungsquelle und wenigstens 
einem Objektiv, die derart zueinander angeordnet sind, daB sie zur Erzeugung ei- 
nes eindimensionalen, sinusfbrmigen, stehenden Wellenfeldes geeignet sind, 

(II) einen Objektraum, mit 

Halte und Manovriervorrichtungen fur das Objekt, und 
(HI) ein Detektionssystem, bestehend aus 
wenigstens einem Objektiv, 
wenigstens einem Okular 
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und wenigstens einem Detektor, wobei es sich haufig urn eine Kamera, insbesonde- 
re eine CCD-Kamera handelt, die so positioniert ist, daB der CCD-Chip in der Zwi- 
schenbildebene liegt. 

Ein Nachteil dieses Wellenfeldmikroskops nach dem Stand der Technik, im folgenden 
"eindimensionales Wellenfeldmikroskop" fSWFM") genannt, bzw. der damit durchfiihr- 
baren Wellenfeldmikroskopieverfahren besteht darin, daB das periodisch erzeugte Wel- 
lenfeld (bei epifluoreszenter Detektion in Verbindung mit Verfahren des Optical 
Sectioning) zu einer Mehrdeutigkeit in der Aufhahme bzw. Abbildung einer Objektstruk- 
tur fuhrt, deren Ausdehnung in Richtung senkrecht zu den Wellenfronten wesentlich 
grbBer als A72n ist (X=Wellenlange der Anregung, n= effektiver Brechungsindex). Diese 
Mehrdeutigkeit erschwert zunachst eine efFektive Nutzung der durch das Interferenzmu- 
ster erzielten Auflosungsverbesserung. 

Zur Durchfiihrung von Distanzmessungen und anderen Untersuchungen der raumlichen 
Verhaltnisse von dreidimensionalen Objekten konnen die bekannten Fernfeldmikrosko- 
pieverfahren einschlieBlich der eindimensionalen Wellenfeldmikroskopie mit Axialtomo- 
graphie kombiniert werden. Hierzu werden die zu untersuchenden biologischen Objekte, 
ggf. nach Ausriistung mit Kalibriertargets, in oder auf einer Mikrokapillare oder Glasfa- 
ser als Objekthalter bzw. Objekttrager prapariert. Die Kapillare/Faser hat einen exakt 
definierten Durchmesser, wobei verschiedene Durchmesser moglich sind. Zur Festle- 
gung dieser Kapillare/Faser auf dem Mikroskoptisch dient eine spezielle Halterung vor- 
geschlagen, die aus einem starren, vorzugsweise dorsiventral abgeplatteten Rahmen be- 
steht, an bzw. auf dem wenigstens eine Lagerbuchse montiert ist, in der eine Mikro- 
kapillare oder Glasfaser urn ihre Langsachse rotierfahig (vorzugsweise mit der Rotati- 
onsachse senkrecht zur optischen Achse des Mikroskops) gelagert werden kann. (Die 
Lagerbuchse(n) sollten so angeordnet sein, daB die Rotationsachse der Kapillare/Faser 
senkrecht zur optischen Achse des Mikroskops verlauft.) Die Drehung der Untersu- 
chungsobjekte in oder an der Kapillare/Faser erfolgt durch Drehung der Kapillare/Faser 
direkt, vorzugsweise vermittels eines Drehmotors. 
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Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Wellenfeldraikroskop der 
bekannten Art derart weiter zu bilden, daB es zur Erzeugung von ebenen Wellenfeldern 
in mehr als einer Dimension bei hoher Variability der Abstande der Interferenzmaxima 
geeignet ist, und das vorgenannte Kalibrierverfahren derart weiter zu entwickeln, daB es 
in Kombination mit einem solchen Wellenfeldmikroskop einsetzbar ist. Dartiber hinaus 
soil ein Verfahren zur wellenfeldmikroskopischen DNA-Sequenzierung geschaffen wer- 
den. 

Eine L6sung dieser Aufgabe besteht einerseits in der Bereitstellung der nachstehend be- 
schriebenen sog. "mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskope", andererseits in der Be- 
reitstellung des ebenfalls nachstehend beschriebenen, an die Anwendung eines mehrdi- 
mensionalen Wellenfeldmikroskops angepaBten Kalibrierverfahrens. Dariiber hinaus wird 
ein Verfahren zur "Fluoreszenz-DNA-Sequenzierung" bereit gestellt. 

Bei dem einen erfindungsgemafien "mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskop" (Typ I) 
handelt es sich urn ein Wellenfeldmikroskop der eingangs genannten Art, das durch die 
nachfolgend aufgelisteten Merkmale gekennzeichnet ist. 

(1) Das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem umfaBt in zwei oder alien drei Raumrich- 
tungen wenigstens eine reelle oder virtuelle Beleuchtungsquelle for koharenzfahige 
Lichtstrahlen und wenigstens einen Reflektor oder Strahlteiler zur Auskopplung von 
Teilstrahlen oder eine weitere Beleuchtungsquelle for koharenzfahige Lichtstrahlen, 
denen jeweils wenigstens ein Objektiv zugeordnet ist, und die jeweils zur Erzeugung 
von Lichtwellenziigen geeignet sind, wobei die Lichtwellenziige der einen Beleuch- 
tungsquelle antiparallel oder in variabel einstellbaren Winkeln zu den Lichtwellenzu- 
gen des Reflektors bzw. der anderen Beleuchtungsquelle ausgerichteten sind, und 
zwar derart, daB die von der einen Beleuchtungsquelle ausgesendeten Lichtwellen- 
ziige mit denen des Reflektors bzw. der anderen Beleuchtungsquelle zu einem ste- 
henden Wellenfeld mit ebenen Wellenfronten interferieren. 
(2) Das Detektionssystem umfaBt wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeig- 
netes und/oder wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detekti- 
onsobjektiv vorzugsweise hoher numerischer Apertur, welches mit seiner optischen 
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Achse senkrecht zu den Wellenfronten eines der interferierenden Wellenfelder ange- 
ordnet ist und welches mit einem Objektiv des Anregungssystems identisch sein 
kann. Dem zur epifluoreszenten Detektion geeigneten Detektionsobjektiv ist ein fla- 
chiger (zweidimensionaler) Detektor, z.B. eine Kamera vorgeordnet, wahrend dem 
zur rastemden Punktdetektion geeigneten Detektionsobjektiv wenigstens eine fest- 
stehende konfokale Detektionsringblende und/oder -lochblende und/oder wenigstens 
ein feststehender Detektionsschlitz vorgeordnet und ein Punktdetektor, insbesondere 
ein Photomultiplier, eine Photodiode oder eine Diodenarray nachgeordnet ist. 
Unter "hoher" numerischer Apertur ist hier eine numerische Apertur > 1 und unter 
"niedriger" numerischer Apertur eine numerische Apertur < 1 zu verstehen. 

Bei einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform dieses WeUenfeldmikroskops (Typ I) 
ist in wenigstens einer Raumrichtung einem Objektiv hoher numerischer Apertur ein Ob- 
jektiv niedriger numerischer Apertur oder ein Reflektor zugeordnet, und in einer oder 
beiden anderen Raumrichtung(en) sind entweder zwei Objektive niedriger numerischer 
Apertur oder ein Objektiv niedriger numerischer Apertur und ein Reflektor einander zu- 
geordnet. 

Bei dem anderen erfindungsgemaflen "mehrdimensionalen WeUenfeldmikroskop" (Typ 
n) handelt es sich um ein WeUenfeldmikroskop der eingangs genannten Art, das durch 
die folgenden Merkmale charakterisiert ist: 

(1) Das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem umfaBt in wenigstens einer der drei 
Raumrichtungen wenigstens eine reelle oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur koha- 
renzfahige Lichtstrahlen und wenigstens einen Strahlteiler zur Auskopplung von 
wenigstens einem Teilstrahl, denen ein gemeinsames Objektiv zugeordnet ist, in das 
die Lichttrahlen bzw. Lichtwellenzuge der Beleuchtungsquelle(n) und des/der 
Strahlteiler(s) derart eingekoppelt werden kbnnen, daB sie auf der hinteren (dem 
Objektraum abgewandten) Fokalebene zwei voneinander beabstandete Fokuspunkte 
erzeugen und in dem Raum zwischen den beiden Fokalebenen in variabel einstellba- 
rem Winkel zueinander verlaufen und zu einem eindimensionalen stehenden Wellen- 
feld interferieren. 
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(2) Das Detektionssystem umfaOt wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeig- 
netes und/oder wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detekti- 
onsobjektiv vorzugsweise hoher numerischer Apertur, das auch mit einem Objektiv 
des Anregungssystems identisch sein kann. Dem zur epifluoreszenten Detektion ge- 
eigneten Detektionsobjektiv ist ein flachiger (zweidimensionaler) Detektor, z.B. eine 
Kamera vorgeordnet, wahrend dem zur rasternden Punktdetektion geeigneten De- 
tektionsobjektiv wenigstens eine feststehende konfokale Detektionsringblende 
und/oder -lochblende und/oder wenigstens ein feststehender Detektionsschlitz vor- 
geordnet und ein Punktdetektor, insbesondere ein Photomultiplier, eine Photodiode 
oder eine Diodenarray nachgeordnet ist. 



Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsform dieses Wellenfeldmikroskops (Typ II) weist das 
Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem in derselben oder einer oder beiden anderen 
Raumrichtung(en) jeweils wenigstens eine weitere reelle oder virtuelle Beleuchtungs- 
quelle fiir koharenzfahige Lichtstrahlen und/oder wenigstens einen Strahlteiler zur Aus- 
kopplung von wenigstens einem Teilstrahl auf, dem/denen jeweils ein weiteres Objektiv 
zugeordnet ist, durch das der/die Lichtstrahlen (Lichtwellenzuge) in den Objektraum 
gelenkt und derart ausgerichtet sind, daB sie mit den Lichtstrahlen aus derselben oder aus 
der /den beiden anderen Raumrichtung(en) bzw. dem von diesen gebildeten ein- oder 
zweidimensionalen Wellenfeld zu einem zwei- bzw. dreidimensionalen Wellenfeld inter- 
ferieren. 

Eine weitere, sehr vorteilhaflen Weiterbildung samtlicher vorstehend genannten erfin- 
dungsgemaBen Wellenfeldmikroskope (Typ I und Typ II) zeichnet sich dadurch aus, daB 
der Objektraum eine Objekthalterung umfaBt, in bzw. an der das Objekt mit den MeB- 
strukturen und/oder gegebenenfalls den/die Kalibriertarget(s) urn eine oder zwei ortho- 
gonal zueinander verlaufende Achsen drehbar in dem Wellenfeld gelagert ist, wobei fiir 
wenigstens eine Achse eine Drehbarkeit um 360-Grad (2tc) bevorzugt ist. 



WO 99/02974 PCT/DE98/01908 

15 

Mit diesen erfindungsgemaBen mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskopen Typ I und 
Typ II ist es moglich, eine zeitlich sequentielle und/oder simultane Detektion mehrerer 
Objektebenen durch eine, zwei und/oder drei Objektive (bzw. zu deren orthogonalen 
Achsen) durchzuruhren. Prazisionsdistanzmessungen von Punktobjekten gleicher oder 
verschiedener spektraler Signatur, deren Abstande kleiner als die Halbwertsbreiten der 
Hauptmaxima der effektiven Punktbildfunktionen sind, konnen in (alien) Raumrichtungen 
vorgenommen werden. 

Die feststehende(n) konfokale(n) Detektionsringblende(n), -lochblende und/oder der/die 
feststehende(n) Detektionsschlitz(e) in Kombination mit wenigstens einem geeigneten 
Lichtintensitatsdetektor bietet/bieten die vorteilhafte Moglichkeit, daB das Objekt in x-, 
y- und z-Richtung durch das Wellenfeld gerastert werden kann (Objekt- oder Stage- 
scanning). 

Das erfindungsgemaBe WeUenfeldmikroskop Typ II und die damit durchfuhrbaren Wel- 
lenfeldmikroskopie hat — insbesondere gegenuber der bekannten eindimensionalen 
Wellenfeldmikroskopie — liberties den Vorteil, dafl sowohl die laterale Auflosung (d.h. 
senkrecht zur optischen Achse) als auch die axiale Auflosung wesentlich verbessert ist. 
Es ist erstmals eine Diskriminierung von flachenhaften Objekten in axialer Richtung ohne 
den Einsatz von konfokalen Systemen moglich. AuBerdem besteht die vorteilhafte Mog- 
lichkeit, daB man das Objekt wahrend der Untersuchung bzw. zur Aufoahme / Datenre- 
gistrierung in lateraler Richtung verschieben kann. Mit Hilfe von Bildverarbeitungs- und 
Rekonstruktionsverfahren laBt sich dann aus den somit erhaltenen Mehrfachaufhahmen 
eine hohere laterale Auflosung gewinnen. Der erfindungsgemaBe Aufbau Typ II mit ei- 
nem Objektiv eignet sich auBerdem auch zur Erzeugung eines eindimensionalen Wellen- 
feldes senkrecht zur optischen Achse eines Epifluoreszenzmikroskops und damit zur late- 
ralen Auflosungsverbesserung desselben 

Bei einer weiteren Ausfiihrungsvariante dieser "Mehrdimensionalen Wellen- 
feldmikroskope ,, (Typ I und/oder Typ II) sind die das mehrdimensionale Wellenfeld er- 
zeugende(n) Beleuchtungsquelle(n) und/oder der/die Reflektor(en) und/oder der/die 
Strahlteiler und/oder das/die Objektiv(e) und damit das mehrdimensionale Wellenfeld um 
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eine oder zwei orthogonal zueinander verlaufende Achsen drehbar angeordnet bzw. 
montiert. 

Zur Abbildung der lateralen Objektbereiche eines im zwei- oder dreidimensionalen Wei- 
lenfeld feststehenden Objekts auf die Detektorringblende, -lochblende bzw. den Detek- 
torschlitz kann jedes erfindungsgemaBe Wellenfeldmikroskop (Typ I und/oder Typ II) 
mit einem Scannerspiegel ausgeriistet sein, der derail angeordnet ist, dafi er die betref- 
fenden lateralen Objektbereiche mit der gewiinschten, meist maximalen, Fluoreszenzin- 
tensitat abbildet 

Bei einer besonders vorteilhaften Weiterbildung der erfindungsgemaBen mehrdimensiona- 
len Wellenfeldmikroskope (Typ I und/oder Typ II), die fur Zwei- oder Mehr-Photonen- 
Fluoreszenzanregungen geeignet ist, den sog. "Wellenfeldmikroskopen mit kombinierter 
Mehr-Photonen-Fluoreszenzanregung", umfaBt das jeweilige Beleuchtungssystem in 
wenigstens einer der drei Raumrichtungen eine reelle Beleuchtungsquellen fur die Zwei- 
oder Mehrphotonenanregung und in einer oder beiden anderen Raumrichtung(en) eine 
reelle und/oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur die Zwei- oder Mehrphotonenanregung. 
Die damit erzeugten stehenden Wellenfelder (WFi ,WF 2 , . . . , WF;) weisen voneinander 
verschiedene Wellenlangen (k u X 2 . . . , ^ ) auf, und die Distanzen (di, d 2 , . . . , i) zwi- 
schen ihren jeweiligen Wellenmaxima bzw. Wellenminima betragen di = X\/ 2n cosGi 
bzw. d 2 = W 2n cos9 2 bzw. di = V 2n cos9i (mit: n = Brechungsindex im Objektraum, 
6i, 9 2 . . 9i = Kreuzungswinkel des Lichtwellenzugs der Wellenlange X u ^2 . . . mit 
der optischen Achse). Diese Wellenfelder WFi,WF 2 . . . W 4 sind erfindungsgemaB derart 
zueinander ausgerichtet, daB sich mindestens ein Maximum zweier oder aller stehenden 
Wellen an derselben Stelle, namlich dem Ort einer Mehrphototonenanregung, befindet. 

Geeignete Beleuchtungsquellen fur die Zwei- oder Mehrphotonenanregung sind im Stand 
der Technik bekannt und z.B. in der Druckschrift von W.Denk, J.H. Strickler, W.W. 
Webb, "Two-Photon Laser Scanning Fluorescence Microscopy", Science, Vol. 248, 
pp. 73-76 (6. April 1990) beschrieben, auf deren Inhalt hier ausdriicklich Bezug genom- 
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men wird. Diese Beleuchtungsquellen produzieren entweder Photonen unterschiedlicher 
Wellenlangen oder koharente Photonen gleicher Wellenlange. 

Ein besonderer Vorteil der Kombination aus Ein- und Zwei- oder Mehrphotonenanre- 
gung besteht in der gleichzeitigen Anregung von Fluoreszenzmarkern verschiedener 
spektraler Signatur. Hierdurch konnen Fehler der Distanzmessung aufgrund der chroma- 
tischen Aberration im Objekt eliminiert werden. Bei der Zwei-Photonen-Anregung wird 
ein Fluorochrommolekul dann angeregt, wenn zwei Photonen simultan die Energie for 
die Anregung eines Molekiils liefern, Dabei konnen die zwei an der Anregung des Mole- 
kuls beteiligten Photonen dieselbe oder unterschiedliche Wellenlangen bzw. Energeien 
besitzen. Fur eine koinzidente Anregung mit unterschiedlichen Wellenlangen (K u Xi) 
mussen bei der sog. " Zwei-Photonen-Wellenfeldmikroskopie" in jeder jeweiligen 
Raumrichtung jeweils zwei Wellenfelder mit den Wellenlangen X\ und X 2 installiert sein. 
Die Wellenmaxima bzw. Wellenminima der beiden stehenden Wellenfelder (WF1, WF2) 
haben dabei die Distanzen di = hi 2n cosGj bzw. d 2 = X 2 1 2n cos9 2 (wobei gilt: 
n = Brechungsindex im Objektraum, 0i, 6 2 = Kreuzungswinkel des Laserstrahls der Wei- 
lenlange X u X 2 mit der optischen Achse). Da im allgemeinen die Distanzen di und d 2 ver- 
schieden sind, werden die beiden Wellenfelder pro Raumrichtung so ausgerichtet, dafi ein 
Hauptmaximum beider stehender Wellen sich an derselben Stelle befindet. Mehrphoto- 
nen-Effekte konnen dann nur dort auftreten, wo beide Wellenfelder sich uberlagern. 
Damit werden nur noch einzelne ,r Streifen"' des Wellenfeldes einer Raumrichtung zur 
Mehrphotonenanregung genutzt. Vieldeutigkeiten bei Objekten der Dimension groBer d 
treten erst bei Dimensionen mit der Bedingung Mi = k 2 d 2 (k u k 2 sind ganze Zahlen) auf. 
Durch eine Mehrphotonenanregung der fluoreszenzmarkierten MeBstrukturen und Kali- 
briertargets wird somit eine Eindeutigkeit der dreidimensionalen Abbildung erreicht. 
Die Verwendung von Zwei- oder Mehrphotonenfluoreszenzanregungsverfahren ermbg- 
licht ein schnelleres Abscannen bzw. Abrastern des Objekts, d.h. der Objektpunkte, 
-linien und - ebenen und damit eine bessere Abbildungsqualitat insbesondere auch bei 
sich bewegenden Objekten. 
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Eine ebenfalls sehr vorteilhafte Weiterbildung des erfindungsgemaBen mehrdimensiona- 
len Wellenfeldmikroskops zeichnet sich dadurch aus, daB eine Anordnung aus Lichtquel- 
le, Objektiv und einem elektrisch leitenden Spiegel, die zur Erzeugung eines eindimen- 
sionalen, elektrischen Wellenfeldes geeignet ist, relativ zur Objekttragerhalterung vorge- 
sehen ist, und zwar derart, daB die in dem Objekt befindlichen MeBstrukturen und/oder 
Kalibriertargets im Bedarfsfall (z.B. wenn sich diese an bzw. in Molekulketten befinden) 
durch Anlegen des elektrischen Feldes — vor oder wahrend des mikroskopischen MeB- 
vorgangs — ausgerichtet werden konnen. (Die auf diese Weise raumlich ausgerichteten 
Molekulketten konnen dann anschlieBend noch mit immobilisierenden Substanzen fixiert 
werden.) Diese Variante des erfindungsgemaBen Wellenfeldmikroskops ist vor allem fur 
die wellenmikroskopische DNA-Sequenzierung geeignet, wobei das eindimensionale 
elektrische Wellenfeld zur Kalibrierung bei der DNA-Sequenzierung dient. 

Zur Detektion des Lumineszenzlichtes wird vorzugsweise eine CCD-Kamera(s) in be- 
kannter Weise eingesetzt. Diese kann hinter der Detektorringblende oder -lochblende 
oder dem Detektorschlitz sitzen. Anstelle der CCD-Kamera bzw. des CCD-Chips kann 
das erfindungsgemaBe mehrdimensionale Wellenfeldmikroskop aber auch mit einer elek- 
tronischen Bildaufhahmevorrichtung ausgerustet sein, wie sie beispielsweise von Konfo- 
kalen Laser-Scan-Miksroskopen (CLSM) im Stand der Technik bekannt ist. Erfindungs- 
gemafi kann prinzipiell jedes lichtempfindliche Detektionsgerate, insbesondere Photodi- 
ode(n), Photomultiplier, CCD-Kameras/ -Chips, CCD- Arrays, Avalanche Dioden, 
(Avalanche) Dioden Arrays, zweidimensionale (Avalanche) Dioden Matrizes hinter der 
hinter der Detektorringblende oder -lochblende oder dem Detektorschlitz angeordnet 
sein, urn die Fluoreszenz zu detektieren und zu dokumentieren, wobei auch Fluoreszenz- 
lebensdauermessungen vorgenommen werden konnen. 

Bei dem erfindungsgemaBen Kalibrierverfahren handelt es sich urn ein Kalibrierverfahren 
der vorstehend genannten Art, das durch die folgenden MaBnahmen gekennzeichnet ist: 
(1) Das biologische Objekt mit den fluorochrommarkierten MeBstrukturen und/oder 
den/die fluorochrommarkierten Kalibriertargets wird sequentiell oder simultan mit 



WO 99/02974 PCT/DE98/01908 

19 

einzelnen (separaten), in zwei oder drei Raumrichtungen orthogonal zueinander 
verlaufenden, stehenden und zu einem zwei- oder dreidimensionalen Wellenfeld 
miteinander interferierenden Wellenfeldern beleuchtet, wobei die Fluorochrome zur 
Fluoreszenzemission angeregt werden. 

(2) Zur Detektion der Fluoreszenzintensitat wird/werden eine Kamera und/oder eine 
oder mehrere zweidimensionale Anordnung(en) aus Einzeldetektoren mit jeweils 
kreis-, ring- oder schlitzfbrmiger Blende oder eine Anordnung von mehreren kreis-, 
ring- oder schlitzforraigen Blenden verwendet 

(3) Entweder das Objekt mit den Meflstrukturen und/oder die/den Kalibriertargets oder 
das ein- bzw. zweidimensionale Wellenfeld oder beides wird wahrend des MeBvor- 
gangs schrittweise urn eine oder zwei orthogonal zueinander verlaufende Achsen 
gedreht, wobei die fluorochrommarkierten MeBstrukturen und/oder Kalibriertargets 
sequentiell oder simultan mit einem oder zwei einzelnen, orthogonal zueinander ste- 
henden Wellenfeldern beleuchtet werden. 

Bei der simultanen Beleuchtung wird das Mikroobjekt mit den MeBstrukturen und 
den bzw. die Kalibriertargets starr oder urn eine Achse drehbar gelagert. Zwei oder 
drei orthogonal zueinander verlaufende, stehende, ebene Wellenfelder werden zur 
Interferenz gebracht und beleuchten das Mikroobjekt simultan. Bei zwei Wellenfel- 
dern entstehen Ebenen mit einem zweidimensionalen symmetrischen Gitter aus 
Punkten maximaler und minimaler Intensitat. Bei der Verwendung von drei Wellen- 
feldern entsteht ein dreidimensionales Raumgitter aus symmetrisch regelmaBig ange- 
ordneten Punkten maximaler und minimaler Intensitat. Zwischen den Intensitatsma- 
xima und -minima liegt ein kontinuierlicher Intensitatsverlauf vor. 
Bei der sequentiellen Beleuchtung wird das Mikroobjekt im Wellenfeld um zwei 
Achsen gedreht. Wahrend oder nach der Detektion kann die Lage des Wellenfeldes 
relativ zum Objekt verandert werden. 
Bei Verwendung geeigneter Fluoreszenzmarker erlaubt die Erfindung somit, dreidimen- 
sionale (3D), geometrische Distanzmessungen zwischen Fluoreszenztargets gleicher bzw. 
verschiedener spektraler Signatur mit molekularer Prazision, d.h. mit einem 3D Auflo- 
sungsaquivalent bis zu besser als 10 nm und mit einer 3D Lokalisationsgenauigkeit bis zu 
besser als 1 nm. Im Gegensatz zur Elektronenmikroskopie bzw. zur optischen und nicht- 
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optischen Nahfeldmikroskopie bleibt die dreidimensionale Struktur des zu untersuchen- 
den Objektes intakt, da auf mechanische Schnitte verzichtet wird. Damit konnen in drei- 
dimensional konservierten Mikroobjekten 3D-Distanzmessungen in einem Bereich klei- 
ner als die Halbwertsbreite der Hauptmaxima der effektiven Punktbildfiinktionen vorge- 
nommen werden. Insbesondere eroffhet das Verfahren die Moglichkeit, dreidimensionale 
Distanzmessungen auch unter vitalen Bedingungen des biologischen Objektes durchzu- 
fuhren. Bei der DNA-Sequenzierung kann die Herstellung von Gelen und die elektropho- 
retische Auftrennung der DNA-Stucke entfallen. Ebenso kann auf eine Autoradiographic 
verzichtet werden, da keine radioaktive Markierung durchgeftihrt wird. Und auch lange 
DNA-Sequenzen (z.B. > 1 kbp) konnen ohne weiteres analysiert werden. 
Diese erfindungsgemaBe Verfahrensvariante erlaubt auBerdem eine wesentlich verbesser- 
te Bestimmung auch morphologischer GroBen (z.B. Volumen, Oberflachen), sofern die 
multispektralen Fluoreszenzmarker in geeigneter Weise z.B. auf der Oberflache des Ob- 
jektes, verteilt werden. Beispielsweise kann auf diese Weise das Volumen eines sphari- 
schen Mikroobjektes mit einem Radius von einigen 100 nm erheblich besser bestimmt 
werden als das mit herkommlichen mit morphologischen Segmentierungstechniken, wie 
z.B. Cavalieri- und Voronoi Verfahren, oder auch Methoden des Volumenkonservieren- 
den Gradual Thresholding moglich ist. 



Mit dem bzw. den erfindungsgemaBen mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskopen (Typ 
I und/oder Typ II) und dem erfindungsgemaBen Kalibrierverfahren ist es moglich eine 
mikroskopische DNA-Sequenzierung durchzufiihren. Hierfur wird erfindungsgemaB das 
nachfolgen beschriebene "Wellenfeldmikroskopieverfahren zur DNA-Sequenzierung" 
vorgeschlagen: 

(1) Es werden alle komplementaren Subsequenzen der zu analysierenden DNA-Sequenz 
derart hergestellt, daB alle Subsequenzen am selben Nukleotid der zu analysierenden 
Sequenz beginnen. 

(2) Die zu analysierenden Bruchstucke werden alle am 3 f -Ende mit einem Bezugsfluoro- 
chrommarker a und am 5-Ende und/oder an definierten Zwischenstellen mit einem 
Fluorochrommarker a, g, c,oder t — je nachdem ob das Nukleotid die Base Adenin 
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(Marker a), Guanin (Marker g), Cytosin (Marker c) oder Thymin (Marker t) tragt — 
markiert, wobei die Fluorochrommarker a, g, c, t und a verschiedene spektrale Si- 
gnatur aufweisen, und jeweils ein oder mehrere Fluorochrommolekule enthalten. 

(3) Die markierten DNA-Subsequenzen werden derart auf Trager fixiert, daB sie als 
lineare Sequenz vorliegen, und in ein ein- oder mehrdimensionales Wellenfeldmikro- 
skop eingebracht. 

(4) Die linearen DNA-Subsequenzen werden so zu den stehenden Wellenfronten orien- 
tiert, daB eine exakte Abstandsmessung (Genauigkeit <1«10" 10 m) zwischen a und a 
bzw. g, c oder t — nach Bestimmung der Intensitatsbaryzentren und Kalibrierung 
der Abbildungseingenschaften — durchgefuhrt werden kann, indem 

(5) die Signale der Fluorochrommarker schrittweise, spektral getrennt voneinander re- 
gistriert werden, und 

(6) aus den Abstanden der fluoreszenten Markern und ihrer spektralen Signatur die 
DNA-Basensequenz des zu analysierenden DNA-Stiickes bestimmt wird. 

Mit diesem im Stand der Technik vollig neuartigen Verfahren konnen DNA-Fragmente in 
ihrer Lange nukleotidgenau vermessen werden, und auch ihre Basensequenz kann exakt 
bestimmt werden. Gelelektrophorese und nachfolgende Bandenauswertung kann entfal- 
len. 



Ausfiihrungs- und Vergleichsbeispiele zur naheren Erlauterung der Erfindung : 

BEISPIEL 1: Aufbau eines mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskops Typ I mit 
drehbar gelagertem Objekt 

Die Basis stellt ein herkommliches "eindimensionales" Wellenfeldmikroskop dar, das 
z.B. mit zwei sich gegeniiber liegenden Objektiven hoher Numerischer Apertur oder mit 
einem Objektiv hoher gegeniiber einem Objektiv niedriger numerischer Apertur oder mit 
einem Objektiv fur zwei interferierende Laserstrahlen aufgebaut wird. Durch die Objekti- 
ve werden zwei Teilstrahlen eines Lasers so zur Interferenz gebracht, daB ein eindimen- 
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sionales stehendes Wellenfeld entsteht. Uber ein oder zwei Objektiv(e) hoher Numeri- 
scher Apertur wird die Fluoreszenz detektiert Jeweils in einer oder in beiden orthogona- 
!en Richtungen zur optischen Achse des Detektionsobjektivs werden jeweils zwei weitere 
Teilstrahien des Lasers uber Objektive niedrigerer Numerischer Apertur und/oder Fo- 
kussierlinsensysteme in geeignetem Abstand eingekoppelt und so miteinander und mit 
dem eindimensionalen stehenden Wellenfeld zur Interferenz gebracht, daB ein zwei- oder 
dreidimensionales symmetrisches Intensitatsmuster aus Intensitatsmaxima und -minima 
entsteht. 

In dieses "mehrdimensionale" Wellenfeidmikroskop wird zur Objektlagerung ein Mi- 
kroaxialtomograph eingebaut. 

Bei der Axialtomographie wird anstelle des Glas-Objekttragers eine Mikrokapillare oder 
eine Glasfasern eingesetzt, die drehbar gelagert ist und das (biologische) Objekt in sich 
aufhimmt (Kapillare) oder an dem das (biologische) Objekt geeignet aufgebracht ist 
(Kapillare/Faser). Manuell oder mit einem computergesteuerten Schrittmotor kann die 
Kapillare/Faser, die ublicherweise senkrecht zur optischen Achse des Detektionsobjektivs 
angeordnet wird, urn die Faserachse urn einen definierten Winkel gedreht werden. Eine 
Drehung urn einen Winkel von 360 Grad (lit) ist moglich. Der Tragerhalter for die Kapil- 
lare/Faser ist auf einem Halbkreis drehbar gelagert. Die Drehachse verlauft dabei senk- 
recht zur optischen Achse des Detektionsobjektivs. 

Die Detektion der raumlichen Anordnung der Mikrotargets und ihrer Distanz erfolgt 
mittels des erfindungsgemaBen Kalibrierverfahrens und digitaler Bildanalyse. Mehrdeu- 
tigkeiten von Intensitatsverlaufen, d.h. z.B. Intensitatshaupt- und -nebenmaxima von 
fluoreszenten "Punkt H -targets, konnen mit Hilfe geeigneter Computeralgorithmen stati- 
stisch ausgewertet werden und damit zu einer Erhohung der Lokalisationsprazision bei- 
tragen. Bei ausgedehnten Objekten konnen Mehrdeutigkeiten durch Zwei- oder Mehr- 
Photonen Anregung mit Photonen verschiedener Wellenlange reduziert werden. 
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BEISPBEL 2: Distanzmessung zwischen Genabschnitten von Chromosomen in ei- 
nem Zelikern mittels mehrdimensionaler Wcllenfeldmikroskopie, er- 
findungsgemaBem Kalibrierverfahren und ggf. Axialtomographie 

(I) In einem Zelikern nimmt das Chromatin der einzelnen Chromsomen definierte Teil- 
regionen ein. Innerhalb einer oder mehrerer solcher chromosomalenTeilregionen werden 
die zu ortenden Strukturen , d.h. die MeBstrukturen, z.B. kleine Chromosomen- 
abschnitte wie Gene oder Teilstiicke von Genen, mit einer im Stand der Technik bekann- 
ten Methode der Fluoreszenz in situ Hybridisierung spezifisch markiert, und zwar mit 
Fluorochromen verschiedener bestimmter spektraler Signaturen Mi, M 2 , M 3 , Die 
Abstande zwischen den Markierungsorten (den markierten MeBstrukturen) liegen unter 
der klassischen Auflosung, d.h. sie sind kleiner als die Halbwertsbreite des Haupt- 
maximum der effektiven Punktbildfunktion. Die Markierung der (Objekt-) Strukturen 
(MeBstrukturen) erfolgt derart, daB die spektralen Signaturen an den zu ortenden 
Strukturen (MeBstrukturen) mit nahezu der gleichen Dynamik vertreten sind. 

Das biologische Objekt wird auf einer Glasfaser exakt definierten Durchmessers oder in 
einer runden oder rechteckigen Kapillare definierter Dimensionen prapariert. 

(II) Urn die Distanzen zu bestimmen, werden mikroskopierbare Praparate mit Kalibrier- 
targets hergestellt, und zwar unter den gleichen physikalischen und chemischen Ver- 
suchsbedingungen wie das Objekt bzw. die zu ortenden Objektstrukturen 

(= MeBstrukturen). 

Als Kalibriertargets bzw. als Praparate mit Kalibriertargets dienen beispielsweise: 
a) mikroinjizierbare Kugelchen einer spektralen Signatu r (monochromatisch): 
Die Kugelchen sind nach bekannten Verfahren mit jeweils einem Fluorochrom, d.h. mo- 
nochromatisch markiert und aufgrund ihrer GroBe von den auszumessenden (zu orten- 
den) Strukturen im Objekt (den MeBstrukturen) unterscheidbar. Man injiziert solche Ka- 
librierkugelchen, die die im Objekt vorhandenen spektralen Signaturen der MeBstruktu- 
ren reprasentieren, ansonsten aber vorzugsweise identisch sind (hinsichtlich GroBe, 
Geometrie, MaterialbeschafFenheit etc.). Mit anderen Worten: Die spektralen Signaturen 
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der MeBstnikturen sowie der Kalibriertargets werden so gewahlt, dafl unter den gegebe- 
nen Untersuchungsbedingungen die von ihnen emittierten Fluoreszenzemissionen ge- 
trennt voneinander analysiert werden kdnnen. Die Injizierung und Fixierung der mono- 
chromatischen Kalibrierkugelchen erfolgt derart, daB sich die einzelnen Kugelchen ver- 
schiedener spektraler Signatur in Clustern direkt an der Glasfaser-Oberflache oder Kapil- 
larwand anordnen, vorzugsweise in einer Querschnittsebene der Faser bzw. Kapillare. 
Bei Verwendung von Prazisionsfasern und/oder -kapillaren liegen die Kugelchen folglich 
in definierten Abstande voneinander bzw. von einer Bezugsebene, Bezugsachse oder 
Bezugslinie. 

b) mikroiniizierbare Testkiigelchen multisoektraler Signa tur (polvchromatisch) und glet- 

cher s pektraler Dvnamik: 
Die Kugelchen sind nach bekannten Verfahren mit jeweils alien bei den markierten 
(Objekt-)Strukturen (MeBstnikturen) vorkommenden spektralen Signaturen markiert. 
Infolgedessen konnen sie an beliebige Stellen im zu vermessenden biologischen Objekt 
(hier Kern) injiziert werden. Eine Sollgeometrie wie bei a) ist nicht erforderlich, da for 
jede Signatur die chromatischen Schwerpunkte an derselben Stelle lokalisiert sein sollen. 
Zur Unterscheidung von den markierten (Objekt-)Stnikturen (MeBstnikturen) konnen 
die Kugelchen entweder einer anderen GrdBenklasse angehdren oder aber eine zusatzli- 
che spektrale Signatur tragen, die bei den zu messenden Strukturen d.h. den MeBstniktu- 
ren (gemaB Praparationsprotokoll) nicht vorkommt. 

c) simultan markierte Chromosomenregionen bekann ter Distanz an einem anderen 
Chromosom als demjenigen. das die zu ortenden Struktu ren (MeBstnikturen) tragt: 
Die Kalibriertargets, d.h. hier die Chromosomenregionen mit bekanntem Abstand von- 
einander, sind mit Hilfe einer Probenkombination von DNA-Sequenzen, die die verschie- 
denen spektralen Signaturen tragt, unterschiedlich markiert. Eine Unterscheidung der 
chromosomalen Kalibriertargets von den zu ortenden (Chromosomen-) Strukturen 
(MeBstnikturen) kann beispielsweise durch unterschiedliche Fluoreszenzintensitat erfol- 
gen oder durch ein unterschiedliches Intensitatsverhaltnis zwischen Fluorochromen ver- 
schiedener spektraler Signatur oder durch Verwendung eines zusatzlichen Fluorochroms 
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mit abweichender spektraler Signatur, das bei der Fluoreszenzmarkierung der MeBtar- 
gets nicht verwendet wurde. 

Es ist auch moglich, daB die Kalibriertargets einer anderen GroBenklasse angehdren als 
die zur ortenden MeBstrukturen. 

(Ill) Die Distanzmessungen werden mit einem erfindungsgemaBen mehrdimensionalen 
WeUenfeldmikroskop, kombiniert mit Photomultiplier und/oder Kamera und Daten- 
verarbeitungsanlage, durchgefuhrt. Von dem biologische Mikroobjekt, hier im Beispiel 
einem Zellkern, wird eine Serie optischer Schnitte aufgenommen. Die MeBstrukturen M,, 
M 2 , M 3) . . .Mi besitzen / = 1,2,. J< spektrale Signatures Die spektrale Signatur der Kali- 
briertargets U,, U 2 , U 3 , . . . ,Ui unterscheiden sich von derjenigen der MeBstrukturen z.B. 
in Volumen, Durchmesser, Intensitat oder in der Zahl der spektralen Signaturen (/ = 
1,2,.. ,1 +1). Die Bilder der optischen Schnitte werden fur jede spektrale Signatur ge- 
trennt aufgenommen und gegebenenfalls noch der Untergrund korrigiert. Zur Auswer- 
tung werden zum einen die Kalibriertargets identifiziert und der chromatische Versatz 
bestimmt. Dazu werden die Kalibriertargets unter jeder spektralen Signatur lokalisiert 
und die Abstande zwischen den KaUbriertargets mit Fluorochrommarkierungen verschie- 
dener spektraler Signatur gemessen. Die gemessenen Lokalisationen ( d.h. die gemesse- 
nen Targetabstande) werden mit den aufgrund der Geometrie berechneten Soll- 
Lokalisationen ( d.h. den tatsachlichen Targetabstanden) verglichen und daraus der 
spektral bedingte Versatz (Shift) bestimmt. 

Dieser Versatz (Shift) ist der Kalibrierwert fiir die gemessenen Distanzwerte zwischen 
den zu ortenden (Objekt-)Strukturen (MeBstrukturen). 

Da dieser Versatz von den optischen Eigenschaften des Praparates abhangt (z.B. Brech- 
zahlen in den Kernen und dem Praparationsmedium), sollte die Kalibrierung in situ erfol- 
gen. Das heiBt im vorliegenden Beispiel, daB sich die Kalibriertargets neben den zu un- 
tersuchenden und markierten (chromosomalen) Strukturen (MeBstrukturen) im Kern 
befinden sollten. 

Zum anderen werden die Abstande zwischen den zu ortenden (Objekt-)Strukturen 
(MeBstrukturen) lokalisiert. Man bestimmt dabei in jeder spektralen Signatur zunachst 
unabhangig voneinander die Position der Schwerpunkte der gemessenen Intensitatssigna- 
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le, d.h. es werden die Abstande zwischen den verschiedenen Farbsignalen bzw. Farb- 
punkten der betreffenden MeBstrukturen, z.B. zwischen dem rotfluoreszierenden und 
dem griinfluoreszierenden Farbpunkt (von Intensitatsmaximum zu Intensitatsmaximum 
oder von Schwerpunkt/Baryzentrum zu Schwerpunkt/Baryzentrum) gemessen, und die- 
ser MeBwert wird urn den mit den Kalibriertargets ermittelten (durch die verschiedene 
spektrale Signatur bedingten) Versatz in hochpraziser Weise korrigiert 
Die korrigierten Positionen der MeBstrukturen werden in Bezug auf einen Vergleichs- 
punkt angegeben. Dieser Vergleichspunkt kann z.B. ein beliebig ausgezeichneter fester 
Punkt im Objekt oder der Schwerpunkt eines Kalibriertargets (z.B. eine markierte Chro- 
mosomenregionen) oder eines sonstwie ausgezeichneten Chromosomenterritoriums sein. 
Es kann aber auch die Schwerpunktskoordinate aller MeBstrukturen innerhalb eines 
Chromosomenterritoriums sein. 

Bei Kalibriertargets in Gestalt von mikroinjizierbaren Testkugelchen mit multispektraler 
Signatur (polychromatisch) wird der chromatische Versatz aus dem Lokalisa- 
tionsunterschied der Schwerpunkte fur jede Signatur bestimmt. Die dafur erforderliche 
Identifizierung der zu einem Kalibriertarget gehorenden Fluoreszenzemission kann bei- 
spielsweise durch volumenerhaltende Schwellwertverfahren oder durch Mittelung der 
Segmentierungsergebnisse bei Schwellwertvariation erfolgen. 

Bei Kalibriertargets in Gestalt von fluorochrommarkierten Objektregionen mit multispek- 
traler Signatur (polychromatisch) wird der chromatische Versatz genauso bestimmt. 

Als fluorochrommarkierte Kalibrierregionen eignen sich insbesondere auch Zentromer- 
regionen, die mit einer Probenkombination von solchen DNA-Sequenzen hybridisiert 
werden, die alle an dieselben chromosomalen DNA-Abschnitte binden, jedoch mit Fluo- 
rochromen unterschiedlichen spektraler Signatur markiert wird. Erfolgt die Hybridisie- 
rung unter hoch stringenten Bedingungen, liegen pro Zellkern zwei Markierungsregionen 
vor; bei nieder-stringenten Bedingungen werden aufgrund zusatzlicher Nebenbindungs- 
regionen zusatzliche Zentromerregionen markiert, so daB die Zahl der Kalibrieningsre- 
gionen ansteigt. Das ist u.U. sehr von Vorteil. 
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(IV) Die beschriebenen MeBverfahren konnen auch in Kombination mit Axialtomogra- 
phie durchgefuhrt werden. Hierfur wird das biologische Mikroobjekt, z.B. ein Zellkern, 
in dem die zu ortenden MeBstrukturen bereits mit Fluorochromen markiert sind und das 
auch bereits Kalibriertargets enthilt (zur Preparation siehe Beispiel 1), auf einer Glasfa- 
ser Oder in der Mikrokapillare angeordnet. Mit dem Axialtomograph wird das Objekt 
Schritt far Schritt urn einen definierten Winkel gedreht unter ggf. automatischer Refo- 
kussierung. Von jedem Winkelschritt wird ein kompletter 2D oder 3D-Bildstapel aufge- 
nommen. 

Die Drehung erfolgt in der Art, daB jeweils ein Abstand zwischen zwei MeBstruk- 
turen bzw. Kalibriertargets (d.h. zwischen deren Fluoreszenzintensitatsschwerpunkten) 
maximal wird. Der maximale gemessene Abstand entspricht dem tatsachlichen Abstand. 

1st man nur an den Abstanden zwischen den MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets, 
d.h. nicht an ihrer absoluten raumlichen Anordnung interessiert, kann man nun von einer 
der bekannten MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets aus fortfahren, den Abstand zu einer 
dritten MeBstruktur bzw. einem dritten Kalibriertarget zu maximieren und zu bestimmen. 
Sind die Abstande zwischen den MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets groBer als die 
Halbwertsbreite des Hauptmaximums der Punktbildfunktion, so genugt eine einzige 
spektrale Signatur; sind die Abstande dagegen kleiner, mussen die MeBstrukturen bzw. 
Kalibriertargets durch multispektrale Signatur unterschieden werden. Die Schwerpunkte 
(Maxima) der Signale dienen der Lokalisierung. Sofern die untersuchten MeBstrukturen 
einen Durchmesser haben, der kleiner als die Halbwertsbreite des Hauptmaximums der 
effektiven Punktbudfunktion ist, werden alle Beugungsbilder der MeBstrukturen bzw. 
Kalibriertargets durch eine scharfe Punktbildfunktion bestimmt, so daB die Maxima op- 
timal bestimmt werden konnen. 

Ist man an der absoluten Anordnung der MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets im 
Raum interessiert, so mussen die jeweiligen Schwerpunkte (sog. "Baryzentren") prazise 
bestimmt werden. Durch mehrmaliges Wiederholen der gesamten MeBprozedur und 
statistische Auswertung kann die absolute Lokalisierung der MeBstrukturen bzw. Kali- 
briertargets, d.h. die Winkelmessung, verbessert werden. 
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Anstatt wie vorstehend beschrieben die Kalibrierung und die Distanzmessung zwischen 
den zu ortenden Strukturen, d.h. MeBstrukturen, in deraselben biologischen Objekt 
durchzufubxen, kann man auch die Kalibrierung unabhangig von den MeBstrukturen an 
gleichartigen biologischen Objekten durchfuhren. Bei dieser Verfahrensvariante ist die 
Unterscheidung zwischen den Fluoreszenzsignalen der Kalibriertargets und denjenigen 
der MeBstrukturen erleichtert. Anhand der mit den Kalibriertargets ermittelten Werte des 
optischen Versatzes kann man Eichkurven fur die Distanzmessungen zwischen den 
MeBstrukturen erstellen. Derartige Eichkurven machen z.B. Angaben liber den spektra- 
len Versatz als Funktion von Brechungsindex und Absorption des verwendeten Immersi- 
onsmediums, der verwendeten Optik, Filter und Detektionseinheiten, der verwendeten 
Auswertealgorithmen, der verwendeten biologischen Objekte, der Lokalisation der 
MeBstrukturen bzw. Kalibriertargets in ihnen etc. Die Verwendung der Information aus 
diesen speziellen Eichkurven zur erfindungsgemaBen Distanzmessung bietet sich insbe- 
sondere in solchen Fallen an , bei denen einer groBere Prazisionstoleranz verwendet er- 
laubt ist 



BEISPEEL 3: Untersuchung und Darstellung von dreidimensional ausgedehnten 
Objekten mittels mehrdimensionaler Wellenfeldmikroskopie, erfin- 
dungsgemaBem Kalibrierverfahren und simultaner Bildaufnahme 

Ublicherweise wird von einem biologischen Mikroobjekt ein 3D-Datensatz durch se- 
quentieUe Registrierung gewonnen, z.B. in der konfokalen Laserstanningrnikroskopie 
durch punktweises oder linienweises Abscannen des 3D-Objektvolumens, ein zweites 
Verfahren beruht auf der Registrierung der Fluoreszenzemission aus der Objektebene 
durch Positionierung eines Detektorarrays in der zu der Objektebene konjugierten Zwi- 
schenbildebene. ublicherweise ist die Position dieser Zwischenbildebene fixiert; um 3D- 
Informationen uber das biologische Objekt zu erhalten, wird dieses sequentiell durch die 
zu der festen Zwischenbildebene konjugierte Objektebene hindurch bewegt; jedesmal 
wird ein 2D-Bilddatensatz der betreffenden Fluoreszenzemission registriert; und/oder da 
Objekt wird mit Hilfe axialtomographischer Verfahren um verschiedene Drehwinkel ge- 
dreht, wobei jedesmal 2D-Datensatze der zu der festen Zwischenbildebene konjugierten 
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Objektebene registriert werden. 

Diese sequentielle Registrierung von Objektpunkten, Objektlinien oder Objektebenen hat 
verschiedene Nachteile: Z.B. kann ein Ausbleichen der Registrierung des 3D-Datensatzes 
zu einer Verschiebung der erfindungsgemaB bestimmten 3D-Schwerpunkte der Fluores- 
zenzverteilung von markierten Objektpunkten einer bestimmten spektralen Signatur fuh- 
ren. Ein anderer Nachteil besteht darin, daB die 3D-Datenaufhahme nicht schnell genug 
erfolgt, urn auch bei nicht permanent stabil, d.h. sich bewegenden Objekten, insbesondere 
bei in vivo Markierungen wie z.B. bei fluoreszenzmarkierten Chromosomenregionen in 
Kernen lebender Zellen, die sich unter physiologischen Bedingungen mit Geschwindig- 
keiten bis zu einigen nm/sec (mittlere Verschiebung) bewegen konnen, eine befriedigende 
Bildqualitat zu gewahrleisten. 

Urn auch bei sich bewegenden Objekten eine befriedigende Abbildungsqualitat zu erhal- 
ten, sieht die vorliegende Erfindung eine simultane Aufhahme des 3D-Datensatzes eines 
fluoreszenzmarkierten Objektes vor. Hierzu wird das vom Objekt emittierte Fluores- 
zenzlicht einer gegebenen spektralen Signatur durch optische Elemente, z.B. Teilerspie- 
gel, aufgespalten in N Teilstrahlen und auf N Detektorarrays abgebildet, die sich in N 
verschiedenen Zwischenbildebenen befinden, die zu N verschiedenen Objektebenen kon- 
jugiert sind. Eine einfache Abschatzung aufgrund der Abbildungsgleichung ergibt, daB 
die Abstande der Zwischenbildebenen (Detektorebenen) bei simultaner Registrierung 
eines Objektbereiches mit 10 urn axialer Ausdehnung und eines Objektivs von konven- 
tioneller Bildweite und hoher numerischer Apertur z.B. urn einen Bereich in der GroBen- 
ordnung < 20 cm variiert werden miissen (abhangig vom verwendeten Objektiv). Durch 
weitere N Zwischenoptiken konnen die fur Hochprazisionsdistanzmessungen in relevan- 
ten Objektbereichen zu registrierenden N Objektebenen auch auf verschiedene Bereiche 
desselben, geeignet groB dimensionierten Detektorarrays (bzw. auf L < N Detektorar- 
rays) abgebildet werden. In diesem Falle entspricht einem bestimmten Ausschnitt des/der 
L Detektorarrays eine der N konjugierten Objektebenen. Beispielsweise wird ein kleiner 
Objektbereich von wenigen um Ausdehnung zur Vermessung in der Wellenfeldmikro- 
skopie zunachst so grob positioniert, daB sein Schwerpunkt etwa im Zentrum des durch 
die Detektionspunktbildfunktion fur eine bestimmte (Zwischen)Bildebene B 0 gegebenen 
Beobachtungsvolumens des zur Registrierung verwendeten Mikroskopobjektivs Uegt; 
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das vom 3D-Objekt ausgehende Fluoreszenzlicht wird nach seinen spektralen Signaturen 
getrennt und in N Teilstrahlen aufgespalten, die auf N Detektorarrays (von z.B. je 8 x 8, 
16x16 oder 64 x 64 PixelgroBe) abgebildet werden, deren Positionierung die Registrie- 
rung der Fluoreszenzemission aus N konjugierten Objektebenen um das Maximum der 
Detektionspunktbildfunktion (bezogen auf die Bildebene B 0 ) gestattet. 
Beispielsweise sind bei simultaner Aufhahme von Objekten mit einem Abstand von je- 
weils 20 nm nach einer einfachen Abschatzung unter obigen Annahmen Verschiebungen 
der konjugierten Zwischenbildebenen um jeweils wenige 100 um (in der Nahe des Ma- 
ximums der Punktbildfunktion) erforderlich; bzw. entsprechend kleine optische indivi- 
duelle Korrekturen sind bei simultaner Detektion der relevanten Objektausschnitte auf 
einem einzigen (oder L < N) Detektorarray(s) entsprechender Pixelzahlen auszufuhren. 
Bei einer Teilung der Fluoreszenzemission z.B. in N=20 Teilstrahlen gleicher Intensitat 
vermindert sich die Anzahl der von jedem der N=20 Detektorarray(s) (bzw. - 
Ausschnitte) pro Zeiteinheit registrierten Photonenzahl um etwa den gleichen Faktor. 
Die Lokalisationsgenauigkeit eines fluoreszenzmarkierten Objektes vermindert sich dann 
aufgrund der verschlechterten Photonenstatistik um schatzungsweise einen Faktor V20 
Dieser Nachteil kann durch eine Erhdhung der Regjstrierungszeit um den Faktor N (z.B. 
N=20) beseitigt werden. In diesem Falle dauert die simultane Registrierung des Objektes 
etwa ebensolange wie bei sequentieller Registrierung. Bei Objekten mit Ausbleichverhal- 
ten besteht der Vorteil der simultanen dreidimensionalen Registrierung jedoch in einer for 
alle Targets (einer gegebenen spektralen Signatur) des Beobachtungsvolumens ahnlichen 
(bzw. ahnlicherem) Ausbleichverhalten; durch Ausbleichen verursachte Verschiebungen 
des Schwerpunktes des Fluoreszenzemissionsbildes werden hierdurch vermindert. 
Bei Objekten mit zeitlich dynamischer Struktur (z.B. markierte Zellen in vivo) wird bei 
einer gegeniiber der sequentiellen Registrierung um den Faktor N verkurzten Aufhahme- 
zeit (z.B. 1 sec statt 20 sec) die Lokalisationsgenauigkeit der einzelnen Objektpunkte um 
schatzungsweise den Faktor (bei N=20 z.B. 4.5) vermindert. 
Beispielsweise ergibt sich bei einer 3D Lokalisationsgenauigkeit im Wellenfeldmikroskop 
von ca. ± 3 nm, erhalten mit sequentiellen Aufhahmezeiten von 1 sec pro Bildebene, un- 
ter den genannten Bedingungen bei simultaner Registrierung ( 1 sec) eine Verminderung 
auf eine Lokalisationsgenauigkeit auf schatzungsweise ± 4.5 • 3 nm = 14 nm bei simulta- 
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ner Aufhahme von 20 Objektebenen unter sonst gleichen Bedingungen. Bei einer (als 
Beispiel) angenommenen Objektbewegung (mittlere Verschiebung) von 5 nm/sec ware 
die tatsachliche LokaUsationsungenauigkeit bei einer sequentiellen Aufhahme mit einer 
Gesamtregistrierungszeit von 20 sec bereits ohne Beriicksichtigung von Ausbleicheffek- 
ten jedoch erheblich grbBer. ErfindungsgemaB ist hier die beschriebene simultane Regi- 
strierung von Objektebenen nicht nur hinsichtlich einer optischen Achse, sondern auch 
hinsichtlich zwei und drei orthogonalen optischen Achsen. 

Bei Bedarf kann diese erfindungsgemafie simultane Bildaufhahme ohne weiteres mit einer 
herkommlichen sequentiellen Bildaufhahme kombiniert werden. 



BEISPIEL 4 : DNA-Sequenzierung mittels mehrdimensionaler 
Wellenfeldmikroskopie 

Mittels bekannter Verfahren wie z.B. der Polymerase-Kettenreaktion werden alle kom- 
plementaren Subsequenzen der zu analysierenden DNA-Sequenz herstellt. Die Subse- 
quenzen beginnen alle am selben Nukleotid der zu analysierenden Sequenz. Die zu ana- 
lysierenden Bruchstiicke werden alle am 3' Ende mit einem Bezugsfluorochrommarker a 
markiert. Am anderen Ende, dem 5'-Ende, bzw. an definierten Zwischenstellen werden 
sie jeweils mit einem Fluorochrommarker a, g, c, t verschiedener spektraler Signatur 
markiert, je nachdem ob das Nukleotid die Base Adenin (Marker a), Guanin (Marker g), 
Cytosin (Marker c) oder Thymin (Marker t) tragt. 

Alle Typen der verwendeten Fluorochrommarker unterscheiden sich in ihrer spektralen 
Signatur derart, daB die Fluorochrommarker a, a, g, c, t (ggf. noch weitere) getrennt 
voneinander detektiert werden konnen; ein bestimmter Fluorochrommarker kann erfin- 
dungsgemaB von einem bis vielen Fluorochrommolekulen des gleichen oder verschiede- 
nen Typs gebildet werden, wobei die Lange und Zusammensetzung der Fluorochrom- 
marker erfindungsgemafi so gewahlt wird, daB Distanzmessungen zwischen den Schwer- 
punkten der Intensitatsverteilungen von anfangsstandigem Fluorochrommarker a und 
endstandigen Fluoreszenzmarkern (entweder a, oder g, oder c, oder t, oder ggf. weitere 
fur weitere Basen) mit dem Verfahren der mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskopie 
jglich ist, d.h.. Linkermolekule fur Fluoreszenzmarker miissen dabei beispielsweise 



mos 
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kurzer als 1/2 Nukleotiddurchmesser sein. ErfindungsgemaB ist auch die Verwendung 
von langeren Linkermolekulen moglich, sofern diese eine Konfiguration von so hoher 
Steifigkeit besitzen, daB die durch sie verursachte Distanzvariation genugend klein ist, 
beispielsweise < 1/2 Nukleotiddurchmesser betragt. 

Diese so markierten Subsequenzen reprasentieren die zu analysierende DNA-Sequenz 
vollstandig. Die Fluoreszenzmarker a, g, c, t bzw. das Bezugsfluorochrom a konnen 
jeweils ein oder mehrere Fluorochrommolekule enthalten. Die DNA-Subsequenzen wer- 
den alle so auf geeignete Trager fixiert, daB sie als lineare Sequenz vorliegen. 

Die fluorochrommarkierten DNA-Stucke werden mit Hilfe von DNA-Combing- 
Techniken linear ausgerichtet Im Unterschied zum herkommlichen "eindimensionalen" 
Wellenfeldmikroskop ist bei dem erfindungsgemaBen mehrdimensionalen Wellenfeldmi- 
kroskop eine zusatzliche prazise Ausrichtung der DNA-Strange in Richtung der opti- 
schen Achse des Systems nicht mehr notwendig. Die DNA-Sequenzen werden vorzugs- 
weise auf eine viereckige Glasfaser aufgebracht, deren Brechungsindex sich von demje- 
nigen des umgebenden Mediums in minimaler Weise unterscheidet, wobei die Ausrich- 
tung in einem bestimmten Winkel, insbesondere orthogonal zur Achse der Glasfaser er- 
folgt, und wobei der mittlere Abstand der Schwerpunkte der DNA-Sequenzen voneinan- 
der groBer ist als die maximale Halbwertsbreite der zur Registrierung der Fluoreszenzsi- 
gnale verwendeten Punktbildfiinktionen. Ein weiteres Verfahren bindet das 3* Ende an 
ein Mikrokugelchen der spektralen Signatur aund streckt anschlieBend den DNA-Faden 
mit dem Werkzeug der optischen Pinzette, wobei der "Pinzettenlaser" in seiner Wellen- 
lange geeignet gewahlt werden mufl. 

Nach Linearisierung bzw. Orientierung der DNA-Sequenzen wird das so hergestellte 
Praparat fixiert und die molekulare Bewegung z.B. durch Temperaturerniedrigung redu- 
ziert. Alternativ konnen die DNA-Enden auch in eine kristallin geordnete Festkorper- 
struktur eingebettet werden. Fiir die Messung wurden zu Zwecken der Kalibrierung 
weitere, insbesondere polychromatische Mikroobjekte auf die Glasfaser, den DNA- 
Objekttrager oder in den Fixierungsfestkorper der DNA-Enden eingebracht. Die Kali- 
brierungsobjekte enthalten zusatzlich eine spektrale Signatur, die nicht a, t, c oder g ist. 
Die Linearisierung der DNA-Strange kann entfallen, wenn alle Nukleotiden bei der Syn- 
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these des zu analysierenden DNA-Komplementarstranges geeignet fluoreszenzmarkiert 
werden. 

Die fixierten DNA-Sequenzen werden in ein mehrdimensionales Wellenfeldmikroskop 
eingebracht, wobei die linearen DNA-Subsequenzen so zu den stehenden Wellenfronten 
orientiert werden, daB eine exakte Abstandsmessung (Genauigkeit ^1*10" 10 m) zwischen 
a und a bzw. g, c oder t — nach Bestimmung der Intensitatsbaryzentren und Kalibrie- 
rung der Abbildungseingenschaften — mbglich ist. 

Die Messung erfolgt bei in situ Kalibrierung unter Anwendung des erfindungsgemaBen 
BCalibrierverfahrens. Die Signale der Fluorochrommarker werden im Wellenfeldmikro- 
skop mit geeignet angepafiten Schrittweiten spektral getrennt voneinander registriert 
(bevorzugt in digitaler Weise). Aus den Abstanden der fluoreszenten Markern und ihrer 
spektralen Signatur lafit sich die DNA-Basensequenz des zu analysierenden DNA- 
Stiickes bestimmen. 

Statt einer spektralen Trennung oder zusatzlich zu ihr konnen auch Fluoreszenzlebens- 
dauerparameter analysiert werden. In einer ersten Phase der Auswertung wird eine 
Grobbestimmung der Schwerpunkte der Fluorochrommarker-Signale vorgenommen und 
auf der Grundlage dieser Information die zu einer DNA-Sequenz gehorenden Signale 
nach den oben genannten Distanzkriterien von den zu einer anderen DNA-Sequenz geho- 
renden Signalen getrennt; in einer zweiten Phase der Auswertung werden die spektral 
getrennt registrierten, modulierten Signale der Fluorochrommarker mit Hilfe von geeig- 
net angepaBten Funktionen analysiert; hieraus werden die Abstande z.B. der Schwer- 
punkte der anfangs- und endstandigen Fluorochrommarker-Signale einer DNA-Sequenz 
voneinander mit molekularer Prazision bestimmt, wobei die an den Kalibrierungsobjekten 
vorgenommenen Messungen fur eine Korrektur von Distanzaberrationen, z.B. chromati- 
scher Verschiebungen, herangezogen werden; in einer dritten Phase der Auswertung 
werden die den Langen der DNA-Sequenzen entsprechenden Abstande der Fluoro- 
chrommarker-Signale nach zunehmender Lange getrennt nach Typus des endstandigen 
Fluorochrommarkers (z.B. a, g, c, t) geordnet; die so erreichte Anordnung entspricht 
dem bei einem herkommlichen Verfahren erzielten Muster, dem dann nach bekannten 
Methoden die gewiinschte Sequenzinformation entnommen werden kann. 
Bei Makromolekulen linearer Sequenz bzw. bekannter geordneter Struktur geht man 
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analog vor, wobei die Zahl und Art der Fluorochrommarker von Zahl und Art der Mole- 
kiilbausteine abhangt 

Falls die Vermessung einzelner DNA-Strange deren Ausrichtung in Richtung der opti- 
schen Achse erforderlich macht, kann erfindungsgemaB wie folgt verfahren werden: 
Das bekannte Ende der DNA-Kette wird zusatzlich zu einem Fluoreszenzmarker der 
spektralen Signatur a mit einem chemischen "Marker" markiert. Der Rest der DNA- 
Kettenpraparation, insbesondere die Markierung der endstandigen Fluoreszenzmarker a, 
c, g und t (Stopnukleotide) wird wie anfangs beschrieben durchgefuhrt. Die endstandigen 
Basen und/oder die Marker der Stopnukleotide und ggf weitere Basen der auszurichten- 
den DNA-Ketten tragen eine elektrische Ladung (z.B. negativ). 

Die Ausrichtung der DNA-Ketten kann vor oder wahrend der Mikroskopie erfolgen, 
zunachst wird das Verfahren der Ausrichtung vor der Mikroskopie beschrieben. 

Die praparierten DNA-Ketten werden in Losung in einem Puffer niedriger Ionenstarke 
auf einen speziell beschichteten Objekttrager (oder Deckglas, was im folgenden auch als 
Objekttrager bezeichnet werden soil) aufgebracht, der das chemisch markierte 3' Ende 
jeder DNA-Kette binden ("ankleben") kann. Der Losung wird nun eine immobilisierende 
Komponente zugegeben, die nach einer bestimmten Zeit eine Aushartung der DNA- 
Ketten in Losung bewirkt. Der Objekttrager wird mit einem (unbeschichteten) Deckglas 
abgedeckt und versiegelt, wobei der Abstand von Objekttrager zum Deckglas mit einem 
geeigneten "Spacer" (z.B. einer dunnen Membran) auf einen wohldefinierten Wert ein- 
gestellt werden kann. Der so versiegelte Objekttrager wird einem geeigneten homoge- 
nen, statischen elektrischen Feld ausgesetzt, welches die elektrisch geladenen Basen aus- 
richtet. Die Polung des elektrischen Feldes (beispielsweise des eines Kondensators) muB 
hierbei so angelegt sein, daB bei negativ (positiv) geladenen Basen die Kathode (Anode) 
bei dem beschichteten Objekttrager (mit den "angeklebten" 3* Enden) und die Anode 
(Kathode) bei dem unbeschichteten Deckglas liegt. Die elektrischen Feldlinien verlaufen 
senkrecht zur Objekttrageroberflache und die Starke des elektrischen Feldes wird ausrei- 
chend hoch gewahlt, urn eine Ausrichtung der DNA-Ketten in der Losung zu bewirken. 
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Nachdem die so ausgerichteten DNA-Ketten in dem Zwischenraum Objekttrager - 
Deckglas immobilisiert sind, werden sie mit dem mehrdimensionalen Wellenfeldmikro- 
skop wie vorstehend beschrieben aufgenommen bzw. vermessen. 

Soil die Orientierung der DNA-Ketten wahrend der mikroskopischen Aufhahme erfol- 
gen, wird das oben beschriebenen elektrische Feld erfindungsgemaB nach dem folgenden 
Verfahren aufgebaut: 

Der beschichtete Objekttrager ist ein elektrisch leitender Spiegel hinreichender Planitat. 
Die Losung der DNA-Ketten (niedrige Ionenstarke) ist geeignet viskos und es werden 
keine immobilisierenden Komponenten der Losung zugegeben. Auch hier wird wieder 
(ggf. unter Verwendung eines geeigneten Spacers) ein Deckglas aufgebracht und versie- 
gelt. Das Wellenfeld wird nun mit nur einem Objektiv in Verbindung mit dem Spiegel 
erzeugt, wobei das aus dem Objektiv austretende Anregungslicht vom Spiegel reflektiert 
wird und sich ein eindimensionales Wellenfeld (parallel zur Fokalebene oder zur Spiege- 
loberflache) ausbildet. Das Anlegen einer positiven (negativen) Spannung bei der Ver- 
wendung von negativ (positiv) geladenen Basen bewirkt ebenfalls eine Ausrichtung der 
DNA-Ketten senkrecht zur Oberflache des Spiegels, also entlang der optischen Achse 
des Mikroskops und die nun wie vorstehend beschrieben sequenziert werden konnen. 
Auch bei diesem Verfahren muB die Starke des elektrischen Feldes groB genug sein, urn 
die Ausrichtung der DNA-Ketten zu bewirken; thermische Bewegungen der Molekule 
konnen z.B. durch Temperaturerniedrigung reduziert werden. 

Analog diesem Beispiel kann mit beliebigen anderen linearisierten Makromolekulen 
verfahren werden. 



BEISPIEL 5: Mehrdimensionales WeUenfeldmikroskop Typ H mit lateraier raum- 
lich modulierter Fluoreszenzanregung 

Das mehrdimensionale WeUenfeldmikroskop Typ II umfaBt in der Raumrichtungen x eine 
reelle Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige Lichtstrahlen, einen Strahlteiler zur Aus- 
kopplung von Teilstrahlen als virtuelle Beleuchtungsquelle, und ein erstes Objektiv, das 
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diesen beiden Beleuchtungsquellen zugeordnet ist. In dieses erste Objektiv werden die 
Lichtstrahlen bzw. Lichtwellenzuge der Beleuchtungsquellen derart eingekoppelt, daB sie 
auf der hinteren, dem Objektraum abgewandten Fokalebene (diese Ebene wird auch 
"back focal plane" genannt.) zwei voneinander beabstandete Fokuspunkte erzeugen bzw. 
aufweisen und in dem Raum zwischen den beiden Fokalebenen in einem bestimmten 
Winkel aufeinander zu verlaufen und zu einem eindimensionalen stehenden Wellenfeld 
interferieren: 

Fokussiert man einen Lichtstrahl (Lichtwellenzug) mit einem geeigneten Abstand zur 
optischen Achse in diese Fokalebene, (die optische Achse steht senkrecht auf der Foka- 
lebene und verlauft durch deren Mittelpunkt) so verlaBt im Objektraum ein paralleles 
Lichtbundel mit ebenen Wellenfronten das Objektiv, und zwar unter einem bestimmten 
Winkel zur optischen Achse. Dieser Winkel ist variabel einstellbar, je nach dem, mit wel- 
chem Abstand zu optischer Achse die Lichtstrahlen in das Objektiv eingekoppelt werden 
und urn welche Art von Objektiv es sich handelt. 

Koppelt man den zweiten Lichtstrahlen (Lichtwellenzuge) unter einem solchen Winkel zu 
dem ersten und zur optischen Achse in dasselbe Objektiv ein, daB sein Fokuspunkt auf 
der hinteren Fokalebene diametral gegenuber dem Fokuspunkt des ersten Lichtstrahls 
liegt, daB also Fokuspunkt 1 — optische Achse — Fokuspunkt 2 eine Linie auf der hin- 
teren Fokalebene bilden, entsteht in dem Raum zwischen den beiden Fokalebenen ein 
zweites paralleles Lichtbundel mit ebenen Wellenfronten, das in einem bestimmten Win- 
kel zu dem ersten verlauft und mit diesem im Objektraum zu einem eindimensionalen 
stehenden Wellenfeld mit Streifen maximaler Lichtintensitat interferiert 

Dem ersten Objektiv ist ein zweites Objektiv mit Abstand spiegelbildlich gegenuber an- 
geordnet, so daB diese beiden Objektive auf zwei gegenuber liegenden Seiten des drei- 
dimensionalen Objektraums liegen. Diesem zweiten Objektiv ist eine dritte und eine 
vierte (reelle oder virtuelle) Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige Lichtstrahlen so zu- 
geordnet, daB man die Lichtstrahlen beider Beleuchtungsquellen — wie fur das erste 
Objektiv beschrieben — auf die hintere, d.h. dem Objektraum abgewandte Fokalebene 
dieses zweiten Objektives fokussieren kann, in dem Raum zwischen den beiden Fokale- 
benen dieses zweiten Objektives zu einem eindimensionalen stehenden Wellenfeld inter- 
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ferieren lassen kann, und im Objektraum mit dem eindimensionalen stehenden Wellenfeld 
des ersten Objektives so zur Interferenz bringen kann, so daB ein dreidimensionales 
Wellenfeld entsteht, mit Punkten maximaler Intensitat, die sich im dreidimensionalen 
Raum fortsetzen. 

Fur die Erzeugung eines zweidimensionalen Wellenfeldes (d.h. Punkte maximaler Intensi- 
tat in einer Ebene), wird der beschriebene Aufbau insoweit abgewandelt, daB man 

entweder erstes und zweites Objektiv einsetzt, eines davon aber nur mit einer 
Beleuchtungsquelle kombiniert, 

oder man setzt nur ein einziges Objektiv ein und kombiniert dieses mit einer drit- 
ten Beleuchtungsquelle, deren koharenzfahige Lichtstrahlen man derart zu den Licht- 
strahlen der beiden anderen Beleuchtungsquellen in dieses einzige Objektiv einkoppelt, 
daB die korrespondierenden drei Fokuspunkte auf der Fokalebene ein gleichschenkliges 
Dreieck bilden, durch dessen Mittelpunkt die optische Achse verlauft. Im Objektraum 
verlassen alle drei Lichtstrahlen das Mikroskopobjektiv mit dem gleichen Winkel zur 
optischen Achse aber jeder in eine andere Richtung. 

Diese Variante des erfindungsgemaBen Wellenfeldmikroskops Typ II zur Erzeugung 
eines mehrdimensionalen Wellenfeldmikroskops unter Verwendung eines einzigen Ob- 
jektivs kann auch zur Erzeugung eines dreidimensionalen Wellenfelds eingesetzt werden. 
Dazu lenkt man vier Lichtstrahlen in dasselbe Objektiv und zwar derart, daB die dazu 
korrespondierenden vier Fokuspunkte in der hinteren Fokalebene ein gleichseitiges Vier- 
eck bilden. 
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Wellenfeldmikroskop mit einem Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem, das eine Be- 
leuchtungsquelle, ein erstes Objektiv und ein zweites Objektiv oder einen Reflektor 
umfaBt, wobei erstes Objektiv und zweites Objektiv oder Reflektor derart zueinander 
angeordnet sind, daB sie zur Erzeugung eines eindimensionalen stehenden Wellenfeldes 
geeignet sind, mit einem Objektraum, der Halte und Mandvriervorrichtung(en) fur ein 
Objekt umfaBt, und mit einem Detektionssystem, das ein Objektiv, ein Okular und ei- 
nen Detektor umfaBt, dadurch gekennzeichnet, 

daB das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem in zwei oder alien drei Raumrichtun- 
gen wenigstens eine reelle oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige Licht- 
strahlen und wenigstens einen Reflektor oder Strahlteiler zur Auskopplung von Teil- 
strahlen oder eine weitere Beleuchtungsquelle for koharenzfahige Lichtstrahlen umfaBt, 
denen jeweils wenigstens ein Objektiv zugeordnet ist, und die jeweils zur Erzeugung 
von Lichtwellenziigen geeignet sind, wobei die Lichtwellenziige der einen Beleuch- 
tungsquelle antiparallel oder in variabel einstellbaren Winkeln zu den Lichtwellenziigen 
des Reflektors bzw. der anderen Beleuchtungsquelle ausgerichteten sind, derart, daB 
die von der einen Beleuchtungsquelle ausgesendeten Lichtwellenziige mit denen des 
Reflektors bzw. der anderen Beleuchtungsquelle zu einem stehenden Wellenfeld mit 
ebenen Wellenfronten interferieren, 

und daB das Detektionssystem wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeig- 
netes und/oder wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detektionsob- 
jektiv vorzugsweise hoher numerischer Apertur, welches mit seiner optischen Achse 
senkrecht zu den Wellenfronten eines der interferierenden WeUenfelder angeordnet ist, 
umfaBt, das auch mit einem Objektiv des Anregungssystems identisch sein kann, wobei 
dem zur epifluoreszenten Detektion geeigneten Detektionsobjektiv ein flachiger 
(zweidimensionaler) Detektor, z.B. eine Kamera vorgeordnet ist, und dem zur rastern- 
den Punktdetektion geeigneten Detektionsobjektiv wenigstens eine feststehende kon- 
fokale Detektionsringblende und/oder -lochblende und/oder wenigstens ein fest- 
stehender Detektionsschlitz vorgeordnet und ein Punktdetektor, insbesondere ein 
Photomultiplier, eine Photodiode oder eine Diodenarray nachgeordnet ist. 
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2 . Wellenfeldmikroskop nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 

daB in wenigstens einer Raumrichtung einem Objektiv hoher numerischer Apertur ein 
Objektiv niedriger numerischer Apertur oder ein Reflektor zugeordnet ist, und in einer 
oder beiden anderen Raumrichtung(en) entweder zwei Objektive niedriger numerischer 
Apertur oder ein Objektiv niedriger numerischer Apertur und ein Reflektor einander 
zugeordnet sind. 



Wellenfeldmikroskop mit einem Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem, das eine Be- 
leuchtungsquelle und ein Objektiv umfaBt, die derart zueinander angeordnet sind, daB 
sie zur Erzeugung eines stehenden Wellenfeldes geeignet sind, mit einem Objektraum, 
der Halte- und Manbvriervorrichtung(en) fur ein Objekt umfaBt, und mit einem Detek- 
tionssystem, das ein Objektiv, ein Okular und einen Detektor umfaBt. dadurch gekenn- 
zeichnet, 

daB das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem in wenigstens einer der drei Raum- 
richtungen wenigstens eine reelle oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur koharenzfahige 
Lichtstrahlen und wenigstens einen Strahlteiler zur Auskopplung von wenigstens einem 
Teilstrahl aufweist, denen ein gemeinsames Objektiv zugeordnet ist, in das die Licht- 
strahlen bzw. Lichtwellenzuge der Beleuchtungsquelle(n) und des/der Strahlteiler(s) 
derart einkoppelbar sind, daB sie auf der hinteren (dem Objektraum abgewandten) Fo- 
kalebene zwei voneinander beabstandete Fokuspunkte aufweisen und in dem Raum 
zwischen den beiden Fokalebenen in variabel einstellbarem Winkel zueinander verlau- 
fen und zu einem eindimensionalen stehenden Wellenfeld interferieren, 

und daB das Detektionssystem wenigstens ein zur epifluoreszenten Detektion geeig- 
netes und/oder wenigstens ein zur rasternden Punktdetektion geeignetes Detektionsob- 
jektiv vorzugsweise hoher numerischer Apertur umfaBt, das auch mit einem Objektiv 
des Anregungssystems identisch sein kann, wobei dem zur epifluoreszenten Detektion 
geeigneten Detektionsobjektiv ein flachiger (zweidimensionaler) Detektor, z.B. eine 
Kamera vorgeordnet ist, und dem zur rasternden Punktdetektion geeigneten Detekti- 
onsobjektiv wenigstens eine feststehende konfokale Detektionsringblende und/oder 
-lochblende und/oder wenigstens ein feststehender Detektionsschlitz vorgeordnet und 
ein Punktdetektor, insbesondere ein Photomultiplier, eine Photodiode oder eine Di- 
odenarray nachgeordnet ist 
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4. Wellenfeldmikroskop nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 

daB das Beleuchtungs- bzw. Anregungssystem in derselben oder einer oder beiden an- 
deren Raumrichtung(en) jeweils wenigstens eine weitere reeile oder virtuelle Beleuch- 
tungsquelle fur koharenzfahige Lichtstrahlen und/oder wenigstens einen Strahlteiler zur 
Auskopplung von wenigstens einem Teilstrahl aufweist, dem/denen jeweils ein weiteres 
Objektiv zugeordnet ist, durch das der/die Lichtstrahlen (Lichtwellenzuge) in den Ob- 
jektraum gelenkt und derart ausgerichtet sind, daB sie mit den Lichtstrahlen aus dersel- 
ben oder aus der /den beiden anderen Raumrichtung(en) bzw. dem von diesen gebiide- 
ten ein- oder zweidimensionalen Wellenfeld zu einem zwei- bzw. dreidimensionalen 
Wellenfeld interferieren. 

5 Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, 
daB der Objektraum eine Objekthalterung umfaBt, in bzw. an der das Objekt mit den 
MeBstrukturen und/oder gegebenenfaUs Kalibriertarget(s) urn eine oder zwei orthogo- 
nal zueinander verlaufende Achsen drehbar in dem Wellenfeld gelagert ist, wobei fur 
wenigstens eine Achse eine Drehbarkeit urn 360-Grad (2k) bevorzugt ist. 

6. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, 

daB die das mehrdimensionale Wellenfeld erzeugende(n) Beleuchtungsquellen und/oder 
der/die Reflektoren und/oder der/die Strahlteiler und/oder das/die Objektiv(e) und 
damit das mehrdimensionale Wellenfeld urn eine oder zwei orthogonal zueinander ver- 
laufende Achsen drehbar ist/sind. 

7. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, 

daB im Detektionssystem ein Scannerspiegel vorgesehen und derart angeordnet ist, daB 
er zur Abbildung der lateralen Objektbereiche mit der gewiinschten, vorzugsweise ma- 
ximalen Fluoreszenzintensitat geeignet ist. 
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8. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, 
daB das Beleuchtungssystem in wenigstens einer der drei Raumrichtungen erne reelle 
Beleuchtungsquelle fur die Zwei- oder Mehrphotonenanregung und in einer oder beiden 
anderen Raumrichtung(en) eine reelle und/oder virtuelle Beleuchtungsquelle fur die 
Zwei- oder Mehrphotonenanregung umfafit, und daB die damit erzeugten stehenden 
Wellenfelder (WFi ,WF 2 , . . . , WFi) voneinander verschiedene Wellenlangen (X.,, X 2 . . . , 
\i ) und Distanzen (d,, d 2 , . . . , 4) zwischen den jeweiligen Wellenmaxima bzw. Wel- 
lenminima von d, = V 2n cos6, bzw. d 2 = X 2 / 2n cos6 2 bzw. d ; = hi 2n cosGj auf- 
weisen (mit: n = Brechungsindex im Objektraum, 6,, e 2 ,. . 6; = Kreuzungswinkel des 
Lichtwellenzugs der Wellenlange X,, X 2 . . . X mit der optischen Achse), und wobei die 
Wellenfelder WFi,WF 2 . . . W* derart zueinander ausgerichtet sind, daB sich mindestens 
ein Maximum zweier oder aller stehenden Wellen an derselben Stelle (namlich dem Ort 
einer Mehrphototonenanregung) befindet. 



9. Wellenfeldmikroskop nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine Anordnung aus Beleuchtungsquelle, Objektiv und einem elektrisch leitenden 
Spiegel, die zur Erzeugung eines eindimensionalen, elektrischen Wellenfeldes geeignet 
ist, relativ zur Objekttragerhalterung vorgesehen ist, und zwar derart, daB die in dem 
Objekt befindlichen MeBstrukturen und/oder Kalibriertargets durch Anlegen des elek- 
trischen Feldes — vor oder wahrend des mikroskopischen MeBvorgangs — ausrichtbar 
sind. 



1 0. Wellenfeldmikroskopieverfahren zur DNA-Sequenzierung unter Verwendung eines 
Wellenfeldmikroskops nach einem der Anspriiche 1 bis 9, gekennzeichnet durch fol- 
gende Verfahrensschritte: 

es werden alle komplementaren Subsequenzen der zu analysierenden DNA-Sequenz 
derart hergestellt, daB alle Subsequenzen am selben Nukleotid der zu analysierenden 
Sequenz beginnen, 

die zu analysierenden Bruchstucke werden alle am 3'-Ende mit einem Bezugsfluoro- 
chrommarker a und am 5'-Ende und/oder an definierten Zwischenstellen mit einem 
Fluorochrommarker a, g, coder t — je nachdem ob das Nukleotid die Base Adenin 
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(Marker a), Guanin (Marker g), Cytosin (Marker c) oder Thymin (Marker t) tragt — 
markiert, wobei die Fluorochrommarker a, g, c, t und a verschiedene spektrale Signa- 
tur aufweisen, und jeweils ein oder mehrere Fluorochrommolekiile enthalten, 

die markierten DNA-Subsequenzen werden derart auf Trager fixiert, daB sie als li- 
neare Sequenz vorliegen, und in ein mehrdimensionales Wellenfeldmikroskop einge- 
bracht, wobei die linearen DNA-Subsequenzen so zu den stehenden Wellenfronten ori- 
entiert werden, daB eine exakte Abstandsmessung (Genauigkeit <1*10" 10 m) zwischen 
a und a bzw. g, c oder t nach Bestimmung der Intensitatsbaryzentren und Kalibrierung 
der Abbildungseingenschaften durchfiihrbar ist, 

indem die Signaie der Fluorochrommarker schrittweise, spektral getrennt voneinan- 
der registriert werden, 

und aus den Abstanden der fluoreszenten Markern und ihrer spektralen Signatur die 
DNA-Basensequenz des zu analysierenden DNA-Stiickes bestimmt wird. 



1 1 . Kalibrierverfahren fur die mehrdimensionale Wellenfeldmikroskopie nach einem der 
Anspriiche 1 bis 10, beidem 

vor, wahrend oder nach der Preparation des betrefFenden Objekts auf einem bzw. 
in einem Objekthalter, insbesondere Objekttragerplattchen, Objekttragerfaser, Objekt- 
tragerkapillare oder Objekttragerflussigkeit, die zu untersuchenden bzw. zu ortenden 
Objektstrukturen — ist gleich MeBstrukturen — mit Fluoreszenzfarbstoffen verschie- 
dener oder gleicher spektraler Signatur markiert werden, wobei zumindest solche zu 
ortenden MeBstrukturen, deren Abstand voneinander geringer ist als die Halbwertsbrei- 
te des Hauptmaximums der effektiven Punktbildfiinktion, mit Fluoreszenzfarbstoffen 
verschiedener spektraler Signatur markiert werden, 

mit den gleichen Fluoreszenzfarbstoffen Kalibriertargets definierter GrdBe und 
raumlicher Anordnung markiert werden, 

die fluoreszierenden Kalibriertargets entweder zusammen mit den Objekten bzw, 
MeBstrukturen oder separat auf bzw. in dem/ einem Objekthalter prapariert werden, 

MeBstrukturen und Kalibriertargets unter ubereinstimmenden Bedingungen, 
gleichzeitig oder nacheinander mikroskopisch untersucht werden, 

und bei dem jeweils zwei definierte Kalibriertargets verschiedener spektraler Si- 
gnatur unter Berucksichtigung des wellenlangenabhangigen Abbildungs- und Lokalisa- 
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tionsverhaltens des jeweiligen optischen Systems vennessen werden, die dabei ermittel- 
ten Messwerte — gleich Ist-Werte — rait den vorbekannten tatsachlichen Distanz- 
werten — gleich SoU-Werten — verglichen werden, und aus der Differenz zwischen 
Ist-Werten und Soll-Werten ein Korrekturwert - ist gleich Kalibrierwert — bestimmt 
wird, mit dem der durch das optische System bedingte Versatz in der Detektion unter- 
schiedlicher Emissionsloci, insbesondere der MeBstrukturen, korrigiert wird. 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl das biologische Objekt mit den fluorochrommarkierten MeBstrukturen 
und/oder fluorochrommarkierten Kalibriertarget(s) sequentiell oder simultan mit ein- 
zelnen (separaten), in zwei oder drei Raumrichtungen orthogonal zueinander verlau- 
fenden, stehenden und zu einem zwei- oder dreidimensionalen WeUenfeld miteinander 
interferierenden Wellenfeldern beleuchtet wird, wobei die Fluorochrome zur Fluores- 
zenzemission angeregt werden, 

daB zur Detektion der Fluoreszenzintensitat eine Kamera und/oder erne oder 
mehrere zweidimensionale Anordnung(en) aus Einzeldetektoren mit jeweils kreis-, 
ring- oder schlitzfbrmiger Blende oder eine Anordnung von mehreren kreis-, ring- oder 
schlitzfbrmigen Blenden verwendet wird/werden, 

daB entweder das Objekt mit den MeBstrukturen und/oder Kalibriertarget(s) oder 
das ein- bzw. zweidimensionale WeUenfeld oder beides wahrend des MeBvorgangs 
schrittweise um eine oder zwei orthogonal zueinander verlaufende Achsen gedreht 
wird, wobei die fluorochrommarkierten MeBstrukturen und/oder Kalibriertargets se- 
quentiell oder simultan mit einem oder zwei einzelnen, orthogonal zueinander stehen- 
den Wellenfeldern beleuchtet werden. 
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Sehr geehrte Damen und Herren, 

hiermit stelle ich Antrag auf Berichtigung gemafl PCTAusfO R. 91 . 1 d), R. 91 . 1 .e) i) und 
R. 9 1 . 1 . f) und beantrage, 

die von mir in dem PCT-Antrag zu der o.g. PCT-Anmeldung versehentlich falsch 
vorgenommene Bestimmung von EA ( Eurasisches Patent) dahingehend zu 
berichtigen, daB sie durch die immer beabsichtigte Bestimmung von EP (Europaisches 
Patent) ersetztwird. 



Dieser Antrag wird wie folgt begriindet: 
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Die ungewollte Bestimmung von EA anstelle von EP ist auf ein Schreibversehen zuriickzufuhren, 
denn es war nie etwas anderes beabsichtigt als neben den Vertragsstaaten US, CA, JP und AU 
noch EP zu bestimmen. Ich mufl beim Setzten des Kreuzchens aus Versehen ein Kastchen hbher 
als beabsichtigt geraten sein, und habe dies Versehen aufgrund der schriftbildlichen Ahnlichkeit 
zwischen EA und EP nicht bemerkt. Der Fehler wurde von mir erst gestern abend, am 10. 12.98, 
bei der Ubermittlung des Recherchenberichts und des Mnweises auf die ablaufende Frist zum 
Eintritt in die nationalen und regionale Phase festgesteUt. Bis zu diesem Zeitpunkt war ich in dem 
festen Glauben, auch in dieser PCT-Anmeldung "EP" fur ein Europaisches Patent bestimmt zu 
haben. Zum Beweis ubersende ich den beiliegenden Schriftsatz (Anlage 6 ) vom 15. 9.1998 an 
den zustandigen Ansprechpartner der Anmelderin, Herrn Dr. Klaus Kobek (TLB GmbH an den 
Hochschulen Baden Wurttembergs, Karlsruhe). 

Die beigefugte Kopie des Auarags zur Ausarbeitung und Einreichung der betreffenden PCT- 
Anmeldung (Anlage 1) belegt, dafi von Anfang an die Bestimmung der filnf Vertragsstaaten US, 
CA, JP, AU und EP beabsichtigt war. Diese Bestimmungspraxis stimmt auBerdem mit der 
Vorgehensweise in alien ubrigen (vier) von mir vertretenen PCT-Anmeldungen der Ruprecht- 
Karls-Universitat uberein (siehe Anlagen 2 bis 5), gemaB der bei jeder PCT Anmeldung zumindest 
diese 5 Vertragsstaaten wirksam bestimmt wurden. Die Zweckm&Bigkeit der Bestimmung 
zumindest von Europa, Japan und USA Iiegt im Fall der in Rede stehenden PCT-Anmeldung 
auBerdem schon allein aufgrund des technischen Anwendungsgebiets der Erfindung auf der Hand 
bzw. drangt sich dem Fachmann geradezu auf, denn die Hauptproduzenten von technisch 
hochentwickelten Mikroskopen haben Ihren Sitz in Deutschland, USA und Japan, wobei der 
Absatzmarkt der Deutschen Untemehmen schwerpunktmafiig in Europa liegt. Auch die beiden 
PCT-Anmeldungen PCT/DE97/02994 und PCT/DE98/00491, die auf dieselben Erfinder bzw. 
Miterfinder zuriickgehen, sind fur EP US, JP, CA und AU bestimmt — und nicht fur EA. 

SchlieBlich stimmen auch die von mir personlich verfaBten Vollmachturkunden (Anlage 7) mit 
dieser Bestimmungspraxis und Beabsichtigung der Bestimmung von u.a. dem Europaischen 
Patentamt ubere : n, indem sie ausdriicklich meine BevoUmachtigung zur Vftretung vor dem 
Europaischen Patentamt umfassen 

Nach alledem erscheint der eingangs gestellte Berichtigungsantrag gerechtfertigt und ich bitte 
darum, ihn baldmoglichst (vor OfTenlegung der WO-Schrift Mitte Januar 1999! ) zu 
bewilligen. 

Mit freundlichen Gjdfien 

Anlaeen: 

(1) Auftragsschreiben zur PCT/DE 98/01908 

(2) PCT-Antrag zum Internationaien Aktenzcichen PCT/DE 97/02994 

(3) PCT-Antrag zum Internationaien Aktenzeichen PCT/DE 98/00491 

(4) PCT-Antrag zum Internationaien Aktenzeichen PCT/DE 97/00107 

(5) PCT-Antrag zum Internationaien Aktenzeichen PCT/DE 96/01979 

(6) mein Schreiben im Glauben der korrekten Bestimmung von EP 

(7) Vollmachtsurkunden zur PCT/DE 98/01908 
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Zeile 11 - Seite 22, Zeile 
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